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A planta Spilanthes oleracea L., conhecida popularmente como jambu, é comum da 
região Norte do Brasil, onde é largamente utilizada na alimentação como tempero 
em pratos típicos regionais e na medicina popular. Este trabalho apresenta a 
extração, purificação e caracterização de um polissacarídeo com atividade antiúlcera 
gástrica e o fracionamento bioguiado por atividade atinociceptiva de compostos de 
baixa massa molar de S. oleracea. Para a obtenção de polissacarídeos foi utilizada 
tanto a planta inteira como somente as folhas. O principal polissacarídeo extraído a 
partir da planta inteira apresentou Gal, Ara, Rha e GalA numa proporção molar de 
36,5:18,3:12,4:8,6. Análise de metilação e espectroscopia de RMN indicaram que o 
polissacarídeo em questão era uma arabinogalactana do tipo II (AG II), formada por 
uma cadeia principal de unidades de β-D-Galp (13)-ligadas, substituída em O-6 
por cadeias laterais de β-D-Galp (16)-ligadas. As cadeias laterais são substituídas 
em O-3 por terminais não redutores de α-L-Araf. Possivelmente esta AG II está 
ligada na posição O-4 de algumas unidades de ramnose, de uma 
ramnogalacturonana do tipo I (RG I), formada pela repetição da unidade 
dissacarídica [4)-α-D-GalpA-(12)-α-L-Rhap-(1]. A partir das folhas, por 
extração aquosa, foi obtido um polissacarídeo que contém principalmente GalA, Gal, 
Ara, Rha e Glc em uma razão molar de 15:2:1:1:0,5 e Mw de 226.000 g/mol. Análise 
de metilação e espectroscopia de RMN indicaram que o polissacarídeo consiste de 
uma RG I composta por uma longa cadeia de 4)-6-OMe--D-GalpA-(1, 
intercalada por umas poucas unidades de -L-Rhap, parcialmente substituídas por 
cadeias laterais de AG II. Este polissacarídeo inibiu significativamente a formação de 
lesão gástrica induzida por etanol em ratos, com uma ED50 de 1,5 mg/kg, atuando 
como um potente agente gastroprotetor. O processo de fracionamento bioguiado dos 
compostos de baixa massa molar, obtidos a partir do extrato aquoso da planta 
inteira, gerou uma fração com grande atividade antinociceptiva (4B). De acordo com 
o processo de extração e fracionamento realizados, espilantol e outras alcamidas 
tradicionalmente associadas às propriedades anestésicas e analgésicas observadas 
para a planta, não estavam presentes nesta fração. Isso indica que outros 
compostos presentes em S. oleracea possuem atividade antinociceptiva. 
 















The plant Spilanthes oleracea L., popularly  known as jambu, is common plant in 
northern Brazil, where widely is used in food as a spice in typical regional dishes and 
folk medicine. This work presents the extraction, purification and characterization of a 
polysaccharide with gastric antiulcer activity and fractionation guided by 
antinociceptive activity of low molar mass compounds of S. oleracea.  To obtain 
polysaccharides was used the whole plant as well as its leaves. The main 
polysaccharide extracted from the whole plant presented  Gal, Ara, Rha, GalA in a 
36,5:18,3:12,4:8,6 molar ratio. Methylation analysis and NMR spectroscopy indicated 
that the polysaccharide in question was a type II arabinogalactan (AG II), comprising 
a main chain  with β-D-Galp-(13)-linked units, substituted at O-6 by side chains of 
β-D-Galp-(16)-linked. The side chains are substituted at O-3 by non-reducing end 
α-L-Araf units. It is possible that AG II is linked to O-4 of some rhamnose units of one 
type I rhamnogalacturonan (RG I) formed by the repetition of the disaccharide [4)-
α-D-Galp-(12)-α-L-Rhap-1]. From the leaves  by aqueus extraction was obtained 
a polysaccharide containing mainly GalA:Gal:Ara:Rha:Glc in a 15:2:1:1:0.5 molar 
ratio and with a Mw 226,000 g/mol. Methylation analysis and NMR spectroscopy 
indicated that polysaccharide consists of a RG I composed of a long chain of -4)-6-
OMe-α-D-GalpA-(1-, interspersed with a few units of α-L-Rhap, partly substituted by 
side chains of AG II. This significantly inhibited the formation of ethanol-induced 
gastric ulcers in rats at an ED50 of 1,5 mg/kg, indicating that it acts as 
gastroprotective agent. The process of fractionation of low molecular weight 
compounds obtained from the aqueous extract of whole plant, led a fraction with 
large antinociceptive activity (4B). According to the process of extraction and 
fractionation performed, spilanthol and others alkamides traditionally associated with 
the anesthetic and analgesic properties observed for the plant, were not present in 
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A planta Spilanthes oleracea L. conhecida popularmente como jambú, agrião 
do Norte, agrião-bravo e agrião do Pará, cresce naturalmente em toda região da 
Amazônia Legal, no Norte do Brasil. A planta é largamente consumida na 
alimentação como tempero em pratos típicos regionais, dentre os quais o tacacá, o 
pato e a rabada no tucupi. Na medicina popular, suas folhas e flores são usadas 
para o tratamento de algumas desordens, incluindo afecções da boca e garganta, 
dores de dente, tuberculose, gripe e tosse. Também é usada como analgésico, 
anestésico local, antibacteriano, antifúngico e antimalárico.  
Estudos prévios têm demonstrado algumas propriedades medicinais de S. 
oleracea, dentre as quais atividade anestésica (LEY et al., 2006), anti-inflamatória 
(CHAKRABORTY et al., 2004; WU et al., 2008), analgésica e antipirética 
(CHAKRABORTY et al., 2010), antiobesidade (EKANEM et al., 2007), efeito diurético 
(RATNASOORIYA et al., 2004), e atuação antiplasmódica contra P. falciparum 
(MBEUNKUI et al., 2011). Várias plantas da família Asteraceae, inclusive S. oleracea 
têm sido estudadas ao longo dos anos com o objetivo de avaliar a atividade 
inseticida e anestésica. Os estudos de Nakatani e Nagashima (1992), Ramsewak et 
al. (1999), Wu et al. (2008), Phrutivorapongkul et al. (2008) e Mbeunkui et al. (2011) 
apontam o espilantol, uma alcamida fixa presente na planta, como principal 
constituinte ativo, relacionado com as atividades anestésica, anti-inflamatória, 
inseticida e antiplasmódica observadas. A atividade diurética do chá de 
inflorescências, observada em camundongos, foi atribuída à presença de alcalóides 
(RATNASOORRIYA et al., 2004), e Chakraborty et al. (2004; 2010) atribuíram os 
efeitos anti-inflamatório e antipirético, observados em camundongos, à presença de 
flavonóides. Os compostos químicos responsáveis por outras atividades da planta 
não são ainda conhecidos. 
Os metabólitos de plantas utilizadas na medicina popular despertam o 
interesse científico, uma vez que a elucidação química de componentes de plantas 
medicinais, aliada ao estudo da atividade biológica, vem comprovar a eficácia dos 
usos populares.  
Os polissacarídeos são metabólitos primários presentes em vegetais. 
Polissacarídeos de plantas têm sido relacionados com atividades biológicas, dentre 
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as quais antiviral, antitumoral, imunoestimulante, anti-inflamatória, anticomplemento, 
anticoagulante, hipoglicemiante e antiúlcera gástrica (SRIVASTAVA e 
KULSHVESHTHA, 1989; CAPEK et al., 2003; YAMADA, 1994; NERGARD et al., 
2005, CIRPIANI et al., 2006, 2009).  
Quando a planta é consumida, na forma de infusos ou na alimentação, seus 
metabólitos podem ser absorvidos ou podem apresentar uma ação local. Uma planta 
pode conter centenas de metabólitos e a análise dessas substâncias é bastante 
complexa, pois nem sempre os componentes químicos em maior quantidade são os 
que apresentam melhor atividade. A análise da estrutura química dos metabólitos de 
vegetais, o desenvolvimento de técnicas de isolamento destes componentes e a 
avaliação dos seus efeitos biológicos constituem uma proposta interessante de 
pesquisa com as planta medicinais. A biodiversidade de plantas encontradas na flora 
brasileira é vista com interesse pelas indústrias de medicamentos, cosméticos e de 
alimentos no mercado nacional e mundial.  
Desta forma, este trabalho trata da extração, purificação e caracterização de 
polissacarídeos e metabólitos secundários da planta S. oleracea. Após isolamento e 
caracterização estrutural de um polissacarídeo, seu efeito antiúlcera gástrica foi 
avaliado, uma vez que esta propriedade tem sido verificada para polissacarídeos 
isolados de algumas plantas (SUN et al., 1992a, 1992b; YAMADA, 1994; CIPRIANI 
et al., 2006, 2008, 2009a, 2009b; TANAKA et al., 2010; CORDEIRO et al., 2012). 
Paralelamente, foi realizado o fracionamento bioguiado de metabólitos secundários 
com propriedade analgésica, para verificar se outros componentes do jambu, 

















1.1.1 Objetivo geral 
 
Extrair e caracterizar estruturalmente polissacarídeos e metabólitos 
secundários de Spilanthes oleracea L. 
 
 
1.1.2 Objetivos específicos 
 
⁻ Extrair polissacarídeos de S. oleracea por extração aquosa, purificá-los e 
caracterizá-los; 
⁻ Avaliar a atividade antiúlcera gástrica de polissacarídeos purificados; 
⁻ Realizar um fracionamento bioguiado de metabólitos secundários da planta, 
utilizando como parâmetro a atividade antinociceptiva; 




















Diversas propriedades biológicas já foram descritas para S. oleracea, tais 
como, inseticida, antinociceptiva, anti-inflamatória, antipirética, atividade diurética e 
antiplasmódica (EKANEM et al., 2007; CHAKRABORTY et al., 2004; 
CHAKRABORTY et al., 2010; WU et al., 2008; MBEUNKUI et al., 2011). A 
propriedade antinociceptiva é a mais estudada e está, na maioria dos estudos, 
relacionada à presença de alcamidas fixas, principalmente o espilantol. Contudo há 
relatos de que a planta possua outros compostos que podem apresentar atividade 
biológica.  
Ratnasooriya et al. (2004) e Chakraborty et al. (2004, 2010) relatam em seus 
estudos que, além do espilantol, outros metabólitos, como, alcalóides e flavonóides 
podem estar relacionados aos efeitos diurético, anti-inflamatório e antipirético 
observados com a administração de extratos da planta em ratos. Porém, não foram 
encontrados trabalhos na literatura que relacionam a estrutura de outros metabólitos 
presentes na planta com atividades biológicas. Dessa forma, justifica-se o estudo 
químico dos metabólitos secundários desta planta.      
Com relação aos polissacarídeos, eles podem ser obtidos juntamente com os 
metabólitos secundários no processo de extração aquosa. Eles são consumidos 
quando a planta é ingerida como alimento ou na forma de chás. Estes compostos 
também estão relacionados a diversos efeitos biológicos e, de acordo com a 
literatura, nada se conhece acerca desse tipo de molécula da planta em questão. 
Quando a planta é consumida na alimentação ou ingerida como remédio na forma 
de infusos, além de metabólitos secundários, polissacarídeos também são ingeridos 
e podem exercer atividades biológicas. Há relatos de vários polissacarídeos de 
plantas com atividade antiúlcera gástrica (SUN et al., 1992a, 1992b; YAMADA, 1994; 
CIPRIANI et al., 2006, 2008, 2009a, 2009b; TANAKA et al., 2010; CORDEIRO et al., 
2012). Neste trabalho, além da caracterização da estrutura química, foi avaliada a 
atividade antiúlcera gástrica de um polissacarídeo extraído de S. oleracea. 
Várias patentes ao redor do mundo já foram solicitadas para a planta em 
questão, desde a década de 70. As solicitações de patentes demonstram, além da 
curiosidade científica, o interesse comercial como uma consequência da diversidade 
de aplicações observadas popularmente. Um estudo químico associado a ensaios 
biológicos, para a elucidação estrutural de componentes ativos, vem ampliar a 
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fundamentação científica no que se refere aos usos populares e aplicações 



































2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 Spilanthes oleracea L. 
 
A planta Spilanthes oleracea L. é conhecida popularmente no Brasil como 
jambu, jambuaçu, agrião-do-pará, agrião bravo, agrião do Norte, botão de ouro, erva 
maluca, planta da dor de dente, pimenteira do Pará. Ela possui como sinonímias 
botânicas Acmella oleracea L. (JANSEN, 1985), Spilanthes acmella var. oleracea 
(CAVALCANTI, 2008), e Acmella ciliata Kunth (VULPI et al., 2007). 
O jambú é considerado uma hortaliça doméstica, apresentando relevância 
na economia familiar de pequenos agricultores dos estados da região Norte do 
Brasil. O cultivo ocorre nas áreas próximas às residências e é realizado 
principalmente para o consumo familiar sendo o excedente vendido em feiras de 
hortaliças. Tem-se atribuído valor econômico, também, como planta ornamental na 
horticultura, aromatizante de alimento e para fins medicinais (HIND e BIGGS, 2003). 
Devido ao seu uso popular para fins medicinais e ao crescente interesse da indústria 
de cosméticos, nos últimos anos a planta vem sendo cultivada nas regiões Centro-
Oeste e Sudeste do Brasil (CAVALCANTI, 2008).  
Os principais usos observados para esta planta na culinária incluem: 
complemento alimentar em refeições típicas como, tacacá, rabada no tucupi e pato 
no tucupi, onde é utilizada a planta inteira cozida em tucupi; também pode ser 
servida em saladas, depois de cozida, ou, raramente, crua. A planta contêm uma 
substância ligeiramente picante que aumenta a salivação quando mastigada. 
 
 
2.1.1 Descrição botânica 
 
Spilanthes oleracea L. é uma Angiosperma da classe Dicotiledônea, ordem 
Campanulales (=Syndrae), família Compositae (Asteraceae) (JOLY, 1993), tribo 
Helianthae e subtribo Ecliptanae (RAMSEWAK et al., 1999). De distribuição 
cosmopolita, a família Asteraceae é a maior das famílias de dicotiledôneas, 
representada no Brasil por 300 gêneros e 2000 espécies (SOUSA e LORENZI, 
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2005). O gênero Spilanthes é largamente distribuído ao redor do mundo, em regiões 
tropicais e subtropicais (RAMSEWAK et al., 1999).     
A planta é uma herbácea anual, de 30 a 60 cm de altura, semi-ereta ou 
quase rasteira, com caule cilíndrico, carnoso e de ramos decumbentes, geralmente 
sem raízes nos nós (FAVORETO e GILBERT, 2010). Possui raiz principal pivotante, 
com abundantes ramificações laterais e raízes adventícias no caule e nos ramos que 
estão em contato com o solo (VILLACHICA et al., 1996). As folhas são simples, com 
lâmina amplamente ovada de 53 a 106 mm de comprimento e 40 a 79 mm de 
largura, apresentando pêlos esparsos em ambas as superfícies (HIND e BIGGS, 
2003). As flores são pequenas e amareladas, dispostas em capítulos que medem 
cerca de 1 cm de diâmetro (REVILLA, 2001). A planta floresce durante todo o ano 
nos trópicos e durante o início do verão em regiões temperadas (HIND e BIGGS, 
2003). O fruto é um aquênio de tamanho bem pequeno, com pericarpo cinza escuro, 
parcialmente cercado por páleas membranosas (VILLACHICA et al., 1996). Algumas 















A planta tem preferência por locais úmidos e cresce bem ao longo das 
margens de lagos (HIND e BIGGS, 2003). O seu desenvolvimento é melhor em 
regiões de clima quente e úmido e se multiplica por sementes ou hastes enraizadas 
(REVILLA, 2001). S. oleracea tem distribuição ampla por toda região amazônica e se 
FIGURA 1 – Spilanthes oleracea L. 
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adapta bem em clima quente e chuvoso e solo com boa umidade e drenagem 
(VILLACHICA et al., 1996). Conforme Ramsewak et al. (1998), ela pode ser 
encontrada em pastos úmidos, margens de pântanos, sobre rochas perto do mar e 
como erva daninha em beiras de estradas.  
Jansen (1985) sugeriu que a origem desta espécie seja, provavelmente, o 
Peru ou o Brasil, mas o cultivo da planta também é naturalizado em algumas áreas 
na região Oeste da África Tropical. Segundo Villachica et al. (1996), a planta é nativa 
da Amazônia Oriental. 
 
 
2.1.2 Atividades biológicas relacionadas à S. oleracea L. 
 
Para fins medicinais ela é usada como remédio popular para o tratamento de 
diferentes males. As folhas e inflorescências têm sido utilizadas para o tratamento 
de males da boca e garganta, tuberculose (LORENZI e MATOS, 2002; VULPI et al., 
2007), gripe e tosse, como antibacteriano, antifúngico, antimalárico (RAMSEWAK et 
al., 1999; FAVORETO e GILBERT, 2010) e como analgésico e anestésico local 
(TORRES e CHÁVEZ, 2001). Ao colocar a planta na boca há uma leve sensação de 
dormência e formigamento na língua. Principalmente pela ação de dormência, a 
inflorescência é muito utilizada como anestésico local em dores de dente 
(VILLACHICA et al., 1996).  
O chá da planta inteira é usado como anti-inflamatório, anti-infeccioso e 
contra problemas hepáticos. A planta inteira é usada como componente do 
“lambedor”, um remédio popular que consiste na mistura de várias ervas em água 
com mel, alho e limão. Nos lambedores, misturada a outras plantas, é indicada para 
problemas respiratórios como tosse, bronquite, resfriado e gripe. Conforme a crença 
popular, folhas, ramos, flores e frutos são empregados na elaboração de infusos que 
servem para combater anemia, dispepsia, sendo indicado também como 
antiescorbútico (VILLACHICA et al., 1996). 
Alguns estudos vêm sendo realizados ao longo dos anos com o objetivo de 
comprovar a eficácia da planta frente aos seus usos populares. Com base nas 
pesquisas realizadas até o presente momento acredita-se que S oleracea possua 
numerosas propriedades medicinais dentre as quais: larvicida, antimicrobiana e 
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inseticida, devido à presença de compostos bioativos incluindo o espilantol e outras 
N-isobutilamidas (MBEUNKUI et al., 2011).  
O uso como anti-inflamatório e analgésico foi avaliado em um estudo no qual 
foi testado um extrato aquoso de S. oleracea em ratos, por um modelo de edema de 
pata induzido por carragenana e indução de dor pela administração de ácido acético. 
Neste estudo foi observada a supressão do edema de pata e a inibição da dor. Tais 
atividades foram atribuídas à presença de flavonóides (CHAKRABORRTY et al., 
2004). Um estudo preliminar do mesmo autor demonstrou atividade anestésica e 
antipirética do extrato aquoso de S. oleracea, tendo os efeitos sido atribuídos a 
alcamidas e flavonóides, respectivamente (CHAKRABORRTY et al., 2010).  A 
atividade anti-inflamatória foi avaliada também sobre macrófagos murinos tratados 
com um extrato obtido por ensaio bioguiado, no qual foi demonstrada a presença de 
uma alcamida fixa conhecida com o espilantol (WU et al., 2008). A fração contendo a 
alcamida foi capaz de inibir a expressão de mediadores pró-inflamatórios. Neste 
mesmo estudo o extrato da planta apresentou também atividade antirradicais livres. 
Um extrato aquoso das flores de S. oleracea apresentou atividade diurética 
por induzir diurese em intensidade similar a da furosemida, acompanhada por um 
aumento nos níveis de sódio e potássio, além de leve acidificação da urina. A partir 
deste estudo foi sugerido que o extrato atua como um diurético de alça, sendo este 
efeito atribuído à presença de alcalóides (RATNASOORIYA et al., 2004). 
Um estudo acerca do efeito de produtos vegetais e seus constituintes sobre 
a atividade do complexo enzimático citocromo P4502E1 humano, avaliou um extrato 
etanólico de S. acmella, demonstrando uma inibição modesta da atividade do 
complexo (RANER et al., 2007).  
Em outro estudo, o extrato etanólico de flores de S. acmella reduziu em 40% 
a atividade da enzima lipase pancreática humana in vitro, sugerindo que ele contém 
um inibidor de lipase com potencial para atuar como um agente para emagrecimento 
(EKANEM et al., 2007). 
Recentemente, a planta tem sido investigada quanto ao seu potencial para o 
tratamento de malária. Mbeunkui et al. (2011) desenvolveram uma metodologia para 
isolar alcamidas, principalmente o espilantol, das flores desta planta e demonstraram 





2.1.3 Composição química da planta 
 
A composição química de vegetais é definida pelas inúmeras reações 
químicas que compõem o metabolismo desse tipo de organismo. O metabolismo de 
vegetais é dividido em primário e secundário. Os metabólitos primários são 
substâncias essenciais à sobrevivência das células, como as proteínas, lipídios, 
carboidratos e ácido nucléicos (SIMÕES et al., 2003). No metabolismo secundário, 
encontram-se substâncias que não estão diretamente relacionadas à manutenção 
da vida da planta, mas garantem vantagens para a sua sobrevivência.  
A planta S. oleracea pode ser uma fonte de ácidos graxos essenciais, uma 
vez que a composição de ácidos graxos dos óleos fixos desta planta, identificados 
por GC, apresentou um ácido graxo ômega-6 insaturado: ácido linoléico na 
proporção de 56,37% (PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2008). Vulpi et al. (2007) 
extraíram e analisaram os óleos essenciais de caules, folhas e inflorescências e 
apresentaram como principais componentes em óleos: 3-tridecendo, isoeugenol e 
germacreno-D (caule); germacreno-D, farneseno, 3-trideceno (folhas) e 3,7-dimetil-
1,3,6-octatrieno, espilantol, farneseno (inflorescências). 
A composição físico-química de 100 g de folhas frescas de S. oleracea 
apresenta: 89 g de água, 1,9 g de proteínas, 0,3 g de lipídeos, 7,2 g de carboidratos, 
1,3 g de fibras, 1,6 g de cinzas, 162,0 mg de cálcio, 41,0 mg de fósforo, 4,0 mg de 
ferro, 0,03 mg de vitamina B1, 0,21 mg de vitamina B2, 20,0 mg de Vitamina C e 
colina (REVILLA, 2001; FAVORETO e GILBERT, 2010). 
Com relação a carboidratos, não há trabalhos relatando estudos referentes a 
estrutura química deste tipo de composto (oligossacarídeos e polissacarídeos) da 
planta S. oleracea L. E, além do espilantol e outras alcamidas, nada se conhece 
sobre estrutura de outros metabólitos secundários presentes na planta. 
 
 
2.2 Carboidratos de plantas 
 
Os carboidratos são constituintes essenciais de todos os organismos vivos, 
apresentando funções variadas (SIMÕES et al., 2003). Nas plantas, eles podem 
existir como monossacarídeos, oligossacarídeos, polissacarídeos e seus derivados, 
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compondo um importante grupo de metabólitos de vegetais, sendo, depois da água 
seus principais constituintes químicos. De acordo com a sua função, os carboidratos 
de plantas podem ser classificados em dois grandes grupos: estruturais e de 
reserva.  
Dentre os carboidratos de reserva observa-se a presença de 
monossacarídeos, dissacarídeos, oligossacarídeos e polissacarídeos e seus 
derivados, dentre os quais podem ser citados o amido, sacarose, frutanas, 
galactomananas e outros. Os carboidratos estruturais são responsáveis pela 
formação da parede celular e de outras estruturas na planta, sendo considerados os 
compostos mais abundantes da Terra (REID, 1997).  
 
 
2.2.1 Parede celular de vegetais e polissacarídeos 
 
A parede celular vegetal é um envoltório presente em todas as células de 
vegetais superiores, salvo raras exceções (REID, 1997). A importância da parede 
celular pode ser percebida quando se considera as diversas funções que ela 
desempenha, na determinação da forma das células vegetais, textura do tecido e 
morfologia do vegetal, pela força mecânica e rigidez que apresenta (REID, 1997). 
Ela ainda apresenta função na comunicação célula-célula, controla o crescimento 
celular, protege a célula do ataque de patógenos e predadores (BRETT e 
WALDRON, 1990).  
A parede celular de vegetais é composta majoritariamente de carboidratos 
que estão associados a proteínas (HELDT, 1997), podendo apresentar muitos 
polissacarídeos diferentes e, também, substâncias aromáticas. Este envoltório 
celular apresenta um complexo grau de estruturação, além de ser um compartimento 
dinâmico que passa por mudanças ao longo da vida da célula. A fração glicídica 
consiste em microfibrilas de celulose entrelaçadas em uma fase contínua de pectina 
e hemicelulose, além da lignina em paredes celulares secundárias (WHISTLER, 
1970). As paredes de células adjacentes se encontram numa linha divisória 
chamada lamela média, que confere forte aderência célula-célula (REID, 1997). A 




A parede celular primária, encontrada em células jovens, que mantém a 
capacidade de divisão e alongamento, apresenta importância no processo de 
expansão celular (REID, 1997). A composição química da parede celular primária de 
dicotiledôneas é de, aproximadamente, 25-40% de celulose, 15-25% de hemicelulse, 
15-40% de substâncias pécticas, 5-10% de proteínas e traços de compostos 
fenólicos (AVIGAD e DEY, 1997). A parede celular secundária encontra-se entre a 
membrana plasmática e a parede celular primária e confere rigidez aos tecidos 
vegetais (REID, 1997). Quando as células com parede celular primária perdem a 
capacidade de crescimento e divisão, ocorre a conversão da parede primária em 
secundária. A constituição química deste tipo de parede em dicotiledôneas é de, 
aproximadamente, 40-45% celulose, 15-35% hemiceluloses, 15-30% lignina e traços 
de pectinas (AVIGAD e DEY, 1997). 
As pectinas, celulose e hemiceluloses, que compõem a parede celular dos 
vegetais, podem ser classificadas de acordo com o modo de extração. As pectinas 
são extraídas por soluções aquosas de oxalato de amônio ou EDTA, que são 
capazes de quelar o cálcio ou outros cátios metálicos divalentes presentes entre 
grupamentos carboxílicos carregados negativamente e que fazem uma ponte de 
ligação entre moléculas pécticas, chamada zona de junção. As hemiceluloses são 
mais difíceis de serem removidas da parede celular, requerendo o uso de soluções 
alcalinas. A celulose é obtida a partir dos resíduos da extração de pectinas e 
hemiceluloses, não sendo solúvel em álcali (AVIGAD e DEY, 1997). 
As pectinas são polissacarídeos complexos contendo unidades de ácido 
galacturônico, sendo ricas em ramnose, arabinose e galactose. O termo pectina 
refere-se a polissacarídeos complexos que contém unidades de ácido -D-
galacturônico (GalpA) compreendendo três classes de polímeros: 
homogalacturonanas, ramnogalacturonas do tipo I (RG I) e ramnogalacturonanas do 
tipo II (RG II). Arabinanas, galactanas e arabinogalactanas são frequentemente 
encontradas em frações pécticas como cadeias laterais das RG I (ASPINALL, 1980; 
BRETT e WALDRON, 1990).  
As homogalacturonanas são polissacarídeos que apresentam uma cadeia 
linear constituída por unidades de ácido -D-galacturônico, unidas por ligações do 




As ramnogalacturonanas do tipo I (RG I) são heteropolímeros que 
apresentam cadeia principal constituída por repetições do grupo dissacarídico [4)-
-D-GalpA-(12)--L-Rhap-)1]. As unidades de ramnose podem apresentar 
ramificações em seu O-4. Os substituintes podem ser cadeias de arabinanas, 
galactanas ou arabinogalactanas (McNEILL et al., 1994; REID, 1997). A grande 
diversidade de cadeias laterais nas RG I gera moléculas de alta complexidade e de 
difícil caracterização. Além disso, alguns estudos identificam a presença de 
grupamentos O-acetil substituindo os C-2 ou C-3 das unidades de ácido -D-
galacturônico em RG I (LEROUGE et al., 1993). 
O terceiro grupo de polissacarídeos pécticos são as galacturonanas 
altamente substituídas que se apresentam como um grupo diverso de 
polissacarídeos com uma cadeia principal constituída por unidades de ácido -D-
galacturônico unidas por ligação do tipo 1→4 (O´NEILL et al., 1990). As 
ramnogalacturonanas do tipo II (RG II) estão inseridas nesse grupo de pectinas. Elas 
apresentam cadeias laterais geralmente substituídas em C-2 das unidades de -D-
GalpA e seus substituintes são formados por oligossacarídeos contendo 
monossacarídeos raros como apiose, 2-O-metil-fucose, 2-O-metil-xilose, ácido 
acérico, entre outros, formando estruturas altamente complexas (CARPITA e 
GIBEAUT, 1993; REID, 1997). 
As hemiceluloses ocorrem juntamente com a celulose. As unidades 
monossacarídicas que as constituem são D-xilose, D-manose, D-galactose, D-
glucose, L-arabinose, ácido 4-O-metilglucurônico, ácido D-galacturônico e ácido D-
glucurônico, eventualmente apresentando grupamentos O-acetil ligados às unidades 
pertencentes às cadeias principal e/ou lateral (FENGEL e WEGNER, 1989). Estes 
monossacarídeos constituem diferentes polissacarídeos que podem ser incluídos 
nas classes arabinogalactanas, arabinoxilanas, xilanas, galactoglucomananas, 
glucuronoxilanas, glucomananas, mananas e xiloglucanas (PULS e SCHUSEIL, 
1993; KACURÁCOVÁ et al., 2000), galactomananas, glucuronomananas, calose (β-
glucanas com ligação 13), β-glucanas (13), (14) ligadas e arabinogalactanas 
do tipo II (ASPINALL, 1980; BRETT e WALDRON, 1990). 
Carpita e Gibeaut (1993) propuseram um modelo estrutural para a parede 
celular primária de dicotiledôneas, denominadas paredes tipo I (Figura 2). Neste tipo 
de parede as microfibrilas de celulose estão entrelaçadas por xiloglucanas e esta 
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estrutura está embutida em uma matriz de polissacarídeos pécticos: ácido 
























2.2.1.1 Ramnogalacturonanas do tipo I 
 
As ramnogalacturonans do tipo I (RG I) são heteropolímeros que contém a 
cadeia principal constituída por unidades de ácido -D-galacturônico ligadas em O-4 
e unidades de -L-ramnose ligadas em O-2. As RG I podem ser estendidas por 
ácido poligalacturônico em seus terminais e as unidades ramnosil podem 
interromper longos períodos de ácido poligalacturônico (CARPITA e GIBEAUT, 
1993). 
FIGURA 2 – Modelo da estrutura da parede celular primária de 
dicotiledôneas (CARPITA e GIBEAUT, 1993). 
Xiloglucana 
















Geralmente as unidades de ácido -D-GalpA não apresentam substituições. 
As unidades de ramnose podem servir como pontos de ramificação da estrutura 
principal. Em proporções variadas as unidades de -L-Rhap (20 a 80 %) podem se 
apresentar substituídas em O-4 por diversos tipos de cadeias laterais (O´NEILL et 
al., 1990). A quantidade de resíduos de ramnose contendo cadeias laterais pode 
variar conforme o tipo celular e o estado fisiológico da planta. Como consequência 
da frequência variável de unidades de ramnose nas RG I existem estruturas mais 
ramificadas que outras, podendo gerar moléculas de alta complexidade. As cadeias 
laterais desse tipo de polímero são constituídas principalmente por unidades de 
açúcares neutros. Os três principais tipos de cadeias laterais das RG I conhecidas 
são as arabinanas, as galactanas e as arabinogalactanas (McNEIL et al., 1984; 
KOMALAVILAS e MORT, 1989). Além disso, um terço das unidades de ácido 
galacturônico são acetiladas na posição O-3 (KOMALAVILAS e MORT, 1989). 
Lerouge et al. (1993) localizaram grupos acetil no O-2 ou O-3 dos resíduos de ácido 





As arabinogalactanas são polissacarídeos estruturais presentes na maioria 
dos vegetais superiores (FINCHER et al., 1983). Elas apresentam uma estrutura 
molecular altamente complexa e de difícil caracterização (WHISTLER, 1970; 
ASPINAL, 1982). Estes polímeros podem estar presentes em diversas estruturas 
dos vegetais, já tendo sido isolados a partir de folhas, caules, raízes, flores, 
sementes, gomas e exsudatos (FINCHER et al., 1983; MENESTRINA et al., 1998; 
DELGOBO et al., 1998, 1999; CIPRIANI et al., 2006; MELLINGER et al., 2005). 
Baseado nas diferenças relacionadas às ligações químicas envolvidas na 
formação da cadeia principal destas macromoléculas, Aspinall (1973) classificou as 
arabinogalactanas em dois grandes grupos: arabinogalactanas do tipo I (AG I) e do 
tipo II (AG II).  
As AG I apresentam cadeia principal constituída por unidades de β-D-
galactose (14) ligadas, são pouco ramificadas, sendo encontradas somente em 
frações pécticas, geralmente associadas às RG I. Na maioria das vezes, apresentam 
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unidades de arabinose ligadas no O-3 das unidades de galactose da cadeia principal 
(CARPITA e GIBEAUT, 1993). 
As AG II são altamente ramificadas, constituídas por cadeias principais de 
(13) e/ou (16) β-D-galactanas conectadas umas as outras por pontos de 
ramificação em O-3 e O-6. Elas possuem a maior parte das posições O-3 e O-6 
restantes ocupadas por unidades de arabinose (CARPITA e GIBEAUT, 1993). Estas 
macromoléculas podem estar ramificando ou não as RG I (STEPHEN, 1983). 
 
 
2.2.2 Atividades biológicas de polissacarídeos de plantas 
 
Os carboidratos de plantas e de diversas outras fontes têm demonstrado 
várias atividades biológicas, dentre as quais, antiviral, antitumoral, imunoestimulante, 
anti-inflamatória, anticomplemento, anticoagulante, hipoglicemiante e antiúlcera 
gástrica (SRIVASTAVA e ULSHVESHTHA, 1989; CAPEK et al., 2003; YAMADA, 
1994; NERGARD et al., 2005; CIPRIANI et al., 2006). Além destas atividades a 
literatura também relata atividade leishmanicida (NOLETO et al., 2002), 
antitussígena (EBRINGEROVÁ et al., 1998; KARDOSOVÁ et al., 2004) e reguladora 
intestinal (SANZ et al., 2005; NEWBURG, RUIZ-PALACIOS e MORROW, 2005; 
MARLETT e FISHER, 2003). Desta maneira, eles são considerados uma importante 
classe de produtos naturais bioativos (SIMÕES et al., 2003).  
Vários estudos realizados com diversos polissacarídeos, de diferentes fontes 
naturais, têm destacado glucanas, mananas, galactomananas e arabinogalactanas 
como promissores agentes capazes de exercer respostas biológicas. 
 
 
2.2.3 Atividade antiúlcera gástrica de polissacarídeos 
 
A atividade antiúlcera gástrica tem sido atribuída a vários polissacarídeos. 
Ela foi verificada para polissacarídeos pécticos, contendo altos teores de ácido 
galacturônico, purificados das plantas Panax ginseng (SUN et al., 1992), Bupleurum 
falcatum (YAMADA, 1994) e Maytenus ilicifolia (CIPRIANI et al., 2009a). 
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Heteroxilanas ácidas de Maytenus ilicifolia e Phyllanthus niruri (CIPRIANI et al., 
2008), arabinogalactanas isoladas de Maytenus ilicifolia (CIPRIANI et al., 2006), 
Glycine max (CIPRIANI et al., 2009b), Cereus peruvianus (TANAKA et al., 2010), e 
uma arabinana associada a polissacarídeos pécticos de Chenopodium quinoa 
(CORDEIRO et al., 2012), também apresentaram efeito antiúlcera gástrica. Muitos 
outros trabalhos apenas atribuíram a atividade antiúlcera gástrica a polissacarídeos 
presentes em extratos brutos, não avaliando o efeito dos polímeros purificados 
(CHO et al., 2000; YE et al., 2003; NERGARD et al., 2005; SANMUGAPRIYA e 
VENKATARAMN, 2007).  
Os mecanismos do efeito gastroprotetor de polissacarídeos possivelmente 
estão relacionados à habilidade destes polímeros de formarem uma camada 
protetora sobre a mucosa gástrica; à atividade antissecretora de suco gástrico; ao 
aumento da síntese de muco e ao sequestro de radicais livres (NERGARD et al., 
2005; YAMADA, 1994; MATSUMOTO et al., 1993; CIPRIANI et al., 2006). 
 
 
2.3 Metabólitos secundários de plantas 
 
Produtos do metabolismo secundário não são essenciais para o organismo 
produtor, por não apresentarem uma função vital. Esse tipo de composto costuma 
atribuir vantagens para a sobrevivência da planta e para a perpetuação da espécie 
em seu ecossistema (SIMÕES et al., 2003). Os metabólitos secundários não têm 
uma função óbvia no metabolismo primário do vegetal, podendo apresentar um 
papel ecológico como atrativo de polinizadores, defesa contra herbívoros e 
patógenos, defesa química contra predadores maiores e resposta protetora para o 
estresse abiótico (LOPEZ-BUCIO et al., 2006). Os alcalóides e os flavonóides são 
exemplos de metabólitos secundários de plantas e estão entre os mais estudados. 
Com relação a planta S. oleracea existem trabalhos que atribuem a esses tipos de 
metabólitos atividades biológicas (CHAKRABORRTY et al., 2004; RATNASOORIYA 
et al., 2004; CHAKRABORRTY et al., 2010), sem, no entanto, caracterizá-los 
estruturalmente. Existem alguns estudos referentes à estrutura e atividade de 
alcamidas fixas, principalmente o espilantol (MOLINA-TORRES et al., 1999; LEY et 
al., 2006; FAVORETO e GILBERT, 2010), que são os metabólitos secundários mais 





As alcamidas constituem um grupo de metabólitos secundários comum a 
várias plantas, sendo aquelas da família Asteraceae as principais produtoras destes 
compostos, contendo derivados acetilênicos e olefinícos (GREGER, 1984). As 
alcamidas já foram encontradas em 10 famílias de plantas, dentre elas: 
Aristolochiaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae, 
Menispermaceae, Piperaceae, Rutaceae, Poaceae, e Solanaceae. Contudo, as 
famílias Asteraceae, Piperaceae e Rutaceae são conhecidas por conterem os níveis 
mais altos observados. Conforme Molina-Torres e Chaves (2001), as espécies 
produtoras de alcamidas mais importantes são: Heliopsis longipes, que foi a primeira 
planta de onde se extraíram alcamidas, Acmella radicans, Echinacea purpúrea, 
Achillea millefoliium, Zanthoxylum piperifum e Capsicum annum. 
Nas alcamidas, ou alquilamidas, diferentes aminas são combinadas com 
ácidos graxos insaturados por uma ligação amida. As aminas provavelmente são 
originadas de aminoácidos por descarboxilação e o ácido graxo insaturado pode 
conter uma cadeia alquila com 9 a 18 átomos de carbono (GREGER, 1984). 
Dependendo do número de insaturações na cadeia, as alcamidas podem ser 
divididas em dois grupos: alcamidas olefínicas, que possuem somente ligações 
duplas, e acetilênicas, com pelo menos uma ligação tripla (MOLINA-TORRES e 
CHAVEZ, 2001). 
O crescente interesse nas alcamidas se deve aos diversos tipos de 
atividades biológicas, como atividade anti-inflamatória (WU et al., 2008) e anestésica 
local  que podem ser observadas pela administração destas, mesmo em pequenas 
quantidades. Esse tipo de molécula pode apresentar respostas notáveis em células 
receptoras, tendo as alcamidas alifáticas demonstrado eficácia como compostos 
medicinais (MOLINA-TORRES e CHAVES, 2001). 
A alcamida mais conhecida da planta S. oleracea, responsável por várias 
atividades biológicas, é o espilantol [(N-2-metilpropil)-2,6,8-decatrienamida ou N-
isobutil-2E6Z8E-decatrienamida)], uma alcamida olefínica, com estrutura química 
idêntica a da afinina (Figura 2), isolada de Heliopses longipes (NAKATANI e 
NAGASHIMA, 1992). Esta alcamida é abundante nos capítulos florais de S. oleracea 
(FAVORETO e GILBERT, 2010) e possui fórmula molecular C14H23NO. De maneira 
geral, ao espilantol tem-se atribuído o efeito sensorial de anestesia e formigamento 
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observado para a planta. Ley et al. (2006) demonstraram relação entre a estrutura 
das alcamidas, com a atividade sensorial de formigamento e dormência.  
O espilantol foi descrito como um óleo viscoso, ardente, de coloração 
amarela pálida a amarela clara (CAVALCANTI, 2008). As seguintes propriedades 
físicas do espilantol são relatadas: massa molecular de 221 g/mol; ponto de fusão de 
23 °C; ponto de ebulição de 165 °C; índíce de refração a 25 °C de 1,5135; absorção 










Pesquisas em busca de inseticidas de origem natural, que foram iniciadas 
nos Estados Unidos após a segunda Guerra, despertaram o interesse pelas 
alcamidas extraídas de vegetais (NIGRINIS et al., 1986). Em outras espécies do 
gênero Spilanthes, o espilantol foi identificado como sendo o principal composto 
ativo presente (MOLINA-TORRES et al., 1999). 
Borges-del-Castillo et al. (1984) realizaram o isolamento e a caracterização 
da alcamida N-2-feniletilcinamamida de S. ocymifolia. Nigrinis et al. (1986) 
apresentam, além da alcamida olefiníca espilantol, a alcamida acetilênica N-isobutil-
deca-5-ino-8-eno-trans amida, presentes nas flores de S. americana (Mutis). As 
estruturas de quatro alcamidas pungentes foram estabelecidas por métodos 
espectroscópicos de um extrato hexânico das flores de S. acmella: espilantol, (2-N-
(2-metilbutil)-2undecene-8,10-dinamida, (2E,7Z)-N-isobutyl-2,7-tridecadienamide-
10,12-dynamide e (7Z)-N-isobutyl-7-tridecene10,12-dynamide (NAKATANI e 
NAGASHIMA, 1992). Três isobutilamidas, espilantol, undeca-2E,7Z,9E-ácido 
trienóico e undeca-2E-em-8,10-ácido dienóico, foram caracterizadas estruturalmente 
por métodos espectroscópicos, a partir de um extrato hexânico de inflorescências de 
S. acmella, tendo demonstrado atividade larvicida contra Aedes aegypti e 
mosquitocida contra neonatos de Helicoverpa zea (RAMSEWAK et al., 1999).  




Phrutivorapongkul et al. (2008), descreveram o isolamento de (2E,4E,8Z,10E)-N-
isobutyl-2,4,8,10-dodecatraenamida, uma alcamida anestésica como o espilantol, 
obtida de Acmella oleracea L.. Molina-Torres (1999), verificaram que o espilantol, 
obtido a partir das raízes da planta Heliopsis longipes, inibe o crescimento de 
Escherichia coli e Saccharomyces cerevisae.  
 
 
2.4 Patentes envolvendo o jambu 
 
O interesse comercial pela planta é evidente, haja vista as várias patentes 
solicitadas ao redor do mundo para produtos contendo a planta inteira, partes da 
planta, ou extratos, que vão desde cosméticos a flavorizantes de alimentos. Algumas 
das patentes expressam a presença do espilantol nos extratos da planta ou a 
obtenção de espilantol puro para participação em produtos elaborados.  
Várias patentes contendo o extrato de S. oleracea, relacionando a presença 
de espilantol, foram solicitadas por indústrias japonesas para utilização como aditivo 
para alimentos e bebidas (HAUS SHOKUHIN KOGYO Co. Lt., 1970); agente de 
limpeza em preparações para o corpo e cabelos (TAKASAGO PERFUMERY Co. Lt., 
1992); uso como produto inseticida, para o controle de insetos e microorganismos 
em plantas (NATURAL PROD. KK, 2002). Neste último caso o produto patenteado 
consiste em uma mistura de várias plantas, incluindo S.  oleracea. Na China foi 
solicitada uma patente para um remédio oriental composto por várias plantas, 
inclusive S. oleracea, para utilização no tratamento de resfriados comuns e gripes 
(FANG, L.,1993).   
A empresa Ballal BB solicitou a patente de um produto fitoterápico contra 
infecção por HIV e tratamento de AIDS, obtido a partir do pó da raiz de S oleracea 
(BALLAL, BB., 2006). A empresa Fortune Star requer a patente de uma composição 
a base de ervas, inclusive S. oleracea com atividade fungicida (FORTUNE STAR 
INVESTMENT CORP., 2009). Uma composição contendo uma mistura de várias 
plantas, com atividade antibacteriana e antimicrobiana, foi patenteada pela empresa 
Euro Natural Prod. (ADLER, R.J. e ADLER, R., 2004).  
Na categoria de produtos cosméticos várias patentes tem sido requeridas 
nos últimos anos. A empresa Dermane & Passaro descreve um produto para o 
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tratamento cosmético antirrugas a base de espilantol puro ou extrato de S. oleracea 
contendo espilantol, com capacidade de inibir a contração de músculos 
subcutâneos, principalmente da face (DERMANE, F. e PASSARO, G., 2006). A 
empresa Ikeda Bussa Co Ltd. requer a patente de preparações cosméticas para o 
corpo e rosto a partir do extrato da raiz de S oleracea, com atividade para redução 
das rugas e antienvelhecimento da pele (IKEDA, T., 2007). A patente 
US2008/0069912 trata do uso de um extrato da planta para efeito botox em uma 
composição cosmética antirrugas (DERMANE, F. R. e PASSARO, G., 2008). 
A Natura Cosméticos S.A. reivindica um processo de preparação de extrato 
de jambú livre de clorofila e seu uso em composições cosméticas (DELARCINA et 
al., 2006). Na patente sob número PI0802053-3, a Natura, em parceria com a UFBA 
e a UNICAMP, registrou um processo de extração, por meio da tecnologia de fluido 
supercrítico, de compostos ativos de material vegetal, tendo como objetivo principal 























3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1 Material de estudo  
 
A planta foi coletada no estado do Acre, no município de Cruzeiro do Sul, 
região do Alto Juruá, extremo Oeste da Amazônia Legal. A identificação foi realizada 
pela MSc. Rosângela de Araújo Pereira Holanda e Souza, curadora do Herbário da 
Universidade Federal do Acre – Parque Zoobotânico (UFAC-PZ), onde se encontra 
depositado um exemplar da planta sob registro nº 15099.  
Parte do material coletado foi seco sem haver separação de ramos, folhas e 
flores e uma parte sofreu separação dos ramos, flores e folhas. Planta inteira e 
apenas folhas foram secas em estufa a 50 ºC por aproximadamente 2 dias. 
 
 
3.2  Deslipidificação e despigmentação do material de estudo 
 
A planta inteira (221,4 g) e as folhas (46,7 g) foram deslipidificadas e 
despigmentadas com clorofórmio:metanol (2:1, v/v) em extrator soxhlet. O extrato 
clorofórmio:metanólico foi concentrado e liofilizado. 
 
 
3.3 Extração de polissacarídeos 
 
 
3.3.1 Obtenção de polissacarídeos por extração aquosa 
 
Os resíduos secos resultantes do processo de despigmentação e 
deslipidificação da planta inteira (194,4 g) e das folhas (40,8 g) foram submetidos à 
extração aquosa a quente.  
Para a extração de polissacarídeos da planta inteira, o material e mais 2 litros 
de água destilada foram adicionados em um béquer, que permaneceu em banho-
maria fervente, com agitação mecânica constante. Após 3 horas, o extrato foi filtrado 
e o resíduo submetido a mais um ciclo de extração aquosa. 
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Para a extração de polissacarídeos das folhas, o material e mais 500 ml de 
água destilada foram adicionados em um balão. O processo de extração foi 
realizado sob refluxo. Após 3 horas, o extrato foi filtrado e o resíduo submetido a 
mais um ciclo de extração aquosa. 
Os extratos aquosos da planta inteira e das folhas foram concentrados em 
rotaevaporador até pequeno volume, tratados com etanol (3 volumes) e 
centrifugados a fim de separar o precipitado (polissacarídeos e proteínas) do 
sobrenadante (moléculas de baixa massa molar). Os materiais precipitados em 
etanol foram dialisados em membranas com limite de exclusão de 6-8 kDa e, então, 




3.4  Purificação dos polissacarídeos 
 
 
3.4.1 Fracionamento dos polissacarídeos por congelamento e degelo 
 
Os extratos contendo polissacarídeos (planta inteira e folhas) foram 
submetidos a congelamento e posterior descongelamento a temperatura ambiente. 
O precipitado, insolúvel em água fria, foi separado do sobrenadante por 
centrifugação (8.000 rpm / 15 min a 10 ºC). Este processo foi repetido até que a 
partir do sobrenadante aquoso não se formasse mais precipitado após 
congelamento e descongelamento. As frações solúveis em água fria (sobrenadante 
de congelamento e degelo) e insolúveis em água fria (precipitado de congelamento e 
degelo) foram concentradas e liofilizadas. 
  
 
3.4.2 Fracionamento dos polissacarídeos por variação do pH do meio 
 
As frações submetidas a este processo foram solubilizadas em água destilada 
(200 mL) e em seguida, 2 mL de ácido acético foram adicionados (pH do meio ~3,0) 
e o precipitado obtido foi separado do sobrenadante por centrifugação (8.000 rpm / 
15 min a 20 ºC). As frações solúvel e insolúvel em pH ácido foram dialisadas em 
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membranas com limite de exclusão de 6-8 kDa, então concentradas  em 
rotaevaporador e liofilizadas.  
A fração solúvel em pH ácido, obtida a partir das folhas de S. oleracea foi, 
após ser separada por centrifugação, ultrafiltrada através de uma membrana com 
poros de 0,22 m (membrana de éster de celulose, Millipore). Este procedimento foi 
realizado para eliminar um fino resíduo que não sedimentava por centrifugação. 
 
 
3.4.3 Tratamento com -amilase 
 
A fração solúvel em ácido acético, proveniente da extração aquosa da planta 
inteira (PSC), em uma concentração de 10 mg/mL foi tratado com -amilase de 
Bacillus licheniformis (SIGMA). A reação ocorreu com 100 unidades/mL de enzima 
em tampão fosfato 20 mmol/L, pH 6,9, contendo 6,7 mmol/L de NaCl, a 20 ºC por 30 
min. Posteriormente, a enzima foi removida por precipitação com TCA 5%, seguida 
de centrifugação. O sobrenadante, após ser neutralizado, foi dialisado em 
membrana com limite de exclusão de 6-8 kDa e liofilizado. 
 
 
3.4.4 Tratamento com dimetilsulfóxido (Me2SO) 
 
A fração solúvel em pH ácido, proveniente da planta inteira, foi submetida à 
fervura com Me2SO por duas horas. A fração solúvel em Me2SO foi separada da 
insolúvel por centrifugação a 8.000 rpm, por 15 min a 20 ºC. As duas frações 
resultantes foram dialisadas em membranas com limite de exclusão de 6-8 kDa, 
concentradas em rotaevaporador e liofilizadas. 
 
 
3.4.5 Tratamento com resinas aniônica e catiônica 
 
Uma fração de 120 mg de PSC-SD obtida a partir da planta inteira foi 
aplicada sobre uma coluna de resina catiônica, e eluída com água destilada e depois 
com uma solução de NaCl 10%, resultando em duas frações que foram dialisadas 
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em membranas com limite de exclusão de 6-8 kDa, então concentradas em 
rotaevaporador e liofilizadas. A fração eluída em água na resina catiônica foi 
aplicada sobre uma coluna de resina aniônica e eluída com água e depois foi 
dialisada, concentrada e liofilizada. 
A eluição através das colunas ocorreu com cada um dos solventes até que o 




3.5 Análise estrutural dos polissacarídeos 
 
 
3.5.1 Composição monossacarídica 
 
As composições monossacarídicas foram determinadas após a hidrólise de 
aproximadamente 2 mg dos polissacarídeos com 1 mL de TFA 2 mol/L, a 100 ºC em 
estufa por 8 h. As soluções foram evaporadas até a secura e o resíduo dissolvido 
em 2 mL de água destilada, sendo que uma pequena fração foi analisada por TLC e 
ao restante do material foi adicionado NaBH4 até pH 9,0 e, após 18 h, adicionou-se 
resina catiônica sob agitação. Com pH do meio ~2,0, a resina foi removida por 
filtração, o material foi evaporado até a secura e o ácido bórico resultante foi 
removido como borato de trimetila, por repetidas evaporações com metanol 
(WOLFROM e THOMPSON, 1963). Os alditóis obtidos foram acetilados com uma 
mistura de anidrido acético:piridina (1:1, v/v; 1 mL), à temperatura ambiente, 
overnight. As reações de acetilação foram interrompidas com gelo e os acetatos de 
alditóis foram extraídos com clorofórmio, que foi lavado diversas vezes com solução 
aquosa de CuSO4 a 5% para a eliminação da piridina residual. Os acetatos de 
alditóis foram analisados por GLC e identificados pelos seus tempos de retenção 
comparados com padrões. 
 
 





Os polissacarídeos foram metilados pelo método de CIUCANU e KEREK 
(1984). O polissacarídeo foi solubilizado em Me2SO (1 mL). Excesso de NaOH 
triturado e seco foi adicionado à solução, seguido pela adição de CH3I (1 mL), 
agitação em vórtex por 30 min e repouso por 24 h. A metilação foi interrompida com 
água destilada sob banho de gelo e a solução acidificada com ácido acético ou 
H2SO4 diluído. O polissacarídeo metilado foi extraído com clorofórmio e lavado 
diversas vezes com água destilada. A fase clorofórmica foi evaporada e o material 
hidrolisado com H2SO4 50% (v/v; 0,5 mL) por 1 h a 0 ºC, seguido pela diluição a 
5,5% (v/v; adição de 4,0 mL de água destilada) e aquecimento a 100 ºC por 17 h 
(SAEMAN et al., 1954), ou hidrolisado com ácido fórmico 45% (1 mL) a 100 ºC por 
17 h. O material hidrolisado com H2SO4 foi neutralizado com BaCO3, filtrado, 
reduzido com NaBD4 e acetilado (item 3.5.1). Quando ácido fórmico foi utilizado para 
a hidrólise, ele foi evaporado antes da adição de NaBD4. Os acetatos de alditóis 
parcialmente metilados foram analisados por GC-MS e identificados pelos seus 
tempos de retenção e perfis de fragmentação obtidos por impacto de elétrons 





O processo de carboxirredução foi realizado segundo TAYLOR e CONRAD 
(1972), que consiste na reação de ácidos carboxílicos com carbodiimidas, gerando 
ésteres que podem ser reduzidos na presença de NaBH4. Neste caso, as unidades 
de ácidos urônicos de um polissacarídeo são convertidas no seu açúcar neutro 
correspondente.  
O polissacarídeo foi dissolvido em tampão MES [ácido 2-(N-morfolina)-
etanosulfônico] (0,2 mol/L, pH 4,75, 10 mL) e a este foi adicionado, pouco a pouco e 
sob agitação, 24 mg de carbodiimida [ciclo-hexil-3-(2-morfolinoetil)carbodiimida] para 
cada 1 mg de ácido urônico contido na amostra. A mistura de reação permaneceu 
sob agitação por duas horas. Em seguida, foi adicionado tampão TRIS (2 mol/L, pH 
7,0) até pH 7,0 (5 mL) e, posteriormente, NaBH4 para uma concentração final de 2 
mol/L (1,13 g). Durante a adição do NaBH4, o pH do meio foi controlado em 7,0 pela 
adição de HCl diluído e, a formação de espuma foi evitada pela adição de algumas 
gotas de octanol.  Após 14 h, a redução foi interrompida pela adição de ácido acético 
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até pH 5,0. O material foi dialisado em membrana com limite de exclusão de 6-8 
kDa, concentrado e liofilizado. 
 
 
3.6 Teste de homogeneidade e determinação da massa molar 
 
Os ensaios de homogeneidade e determinação de massa molar foram 
realizados no aparelho da Wyatt Technology, equipado com um cromatógrafo de 
exclusão estérica de alta eficiência (HPSEC), com quatro colunas de gel permeação 
em série, com limites de exclusão de 7.106, 4.105, 8.104 e 5.103 Da, um detector de 
índice de refração modelo Waters 2410, e um detector de espalhamento de laser 
multiângulo (MALLS) a 632,8 nm modelo Dawn DSP, que promove a leitura do 
espalhamento de luz, que é captado em diferentes intensidades por detectores em 
diferentes ângulos.  Como eluente, foi usada uma solução de NaNO2 0,1 mol/L 
contendo NaN3 0,2 g/L, com fluxo controlado de 0,6 mL/min. As amostras foram 
solubilizadas na solução usada como eluente, para uma concentração final de 1 
mg/mL, e filtradas através de membrana de acetato de celulose (MILLIPORE) com 
diâmetro médio dos poros de 0,22 m. Uma quantidade de 200 L de cada amostra 
foi injetada e os resultados foram obtidos com o software ASTRA 4.70.07.  
A determinação da massa molar foi realizada após a obtenção da taxa de 
variação do índice de refração com relação à concentração (dn/dc) do 
polissacarídeo purificado, uma vez que essa é uma característica específica de cada 
molécula. A amostra foi solubilizada na solução usada como eluente, para uma 
concentração final de 1 mg/mL, e filtrada através de membrana de acetato de 
celulose (MILLIPORE) com diâmetro médio dos poros de 0,45 m. A amostra foi 
diluída para as concentrações de 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 mg/mL e analisada 
utilizando-se apenas o detector de índice de refração, com as colunas 
desacopladas. O fluxo do solvente foi de 0,1 mL/min, uma quantidade de 200 L de 




3.7 Métodos analíticos 
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3.7.1 Cromatografia em camada delgada (TLC) 
 
A cromatografia em camada delgada foi utilizada para verificar a composição 
monossacarídica e presença de ácidos urônicos das frações de polissacarídeos 
hidrolisados e, também, para avaliar os metabólitos de baixa massa molar presentes 
nas frações obtidas a partir do sobrenadante etanólico da extração aquosa. 
As análises foram realizadas em placas de sílica gel 60G (MERCK) com 8 cm 
de altura total. Para a análise de carboidratos a fase móvel utilizada foi uma mistura 
de acetato de etila:ácido acético:n-propanol:água (4:2:2:1, v/v) ou n-propanol:água 
(7:3 v/v) e o revelador utilizado foi orcinol:H2SO4 (0,2 g de orcinol, em 95 mL de 
etanol e 5 mL de H2SO4) (SASSAKI et al., 2008). Para a análise dos metabólitos de 
baixa massa molar, diversos sistemas de solvente foram utilizados como fase móvel. 
Para a separação de oligossacarídeos e/ou glicosídeos foi utilizada como fase móvel 
uma mistura de n-propanol:água (6:2, v/v) contendo 0,5% de ácido acético e, para a 
separação de aminoácidos foi utilizada a mistura de acetato de etila:ácido acético:n-
propanol:água (4:2:2:1, v/v). Para a visualização dos metabólitos contendo 
carboidrato foi utilizado o revelador orcinol:H2SO4 e para a visualização de 
aminoácidos foi utilizada solução alcóolica de ninhidrina (0,2 g/100 mL de etanol). 
 
 
3.7.2 Cromatografia líquido-gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) 
 
A cromatografia líquido-gasosa acoplada à espectrometria de massas foi 
realizada em cromatógrafo Varian Saturn 2000R – 3800 acoplado a um 
espectrômetro de massa Varian Ion-Trap 2000R, utilizando a coluna capilar de sílica 
fundida DB-225 (30 m x 0,25 mm) e hélio ultrapuro, a um fluxo de 1 mL/min, como 
gás de arraste. Os acetatos de alditóis foram analisados a uma temperatura de 50 – 
220 oC (40 oC/min) e os acetatos de alditóis parcialmente metilados foram 
analisados a uma temperatura de 50 – 215 oC (40 oC/min). 
 
 




As análises de RMN foram realizadas em espectrômetro Bruker Avance-DRX-
400 MHz, do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular, da Universidade 
Federal do Paraná. As amostras foram analisadas em uma sonda invertida de 5 mm 
de diâmetro, nas temperaturas de 50 ºC ou 70 ºC. Os polissacarídeos foram 
solubilizados em D2O ou Me2SO-d6. Os deslocamentos químicos () foram 
expressos em ppm e acetona ( 30,2) ou Me2SO-d6 ( 39,5) foram utilizados como 
padrões internos. Foram realizadas análises de RMN-13C, DEPT-135 e experimentos 
de RMN-2D (HSQC e HMBC). 
 
 
3.7.4 Dosagem de ácidos urônicos 
 
A determinação de ácidos urônicos foi realizada segundo FILISETTI-COZZI e 
CARPITA (1991). A 400 Lde amostra foram adicionados 40 L de uma solução de 
ácido sulfâmico-sulfamato de potássio 4 mol/L (pH 1,6) e, em seguida, 2,4 mL de 
tetraborato de sódio (75 mmol/L em H2SO4). A solução foi agitada em vórtex e 
aquecida em banho-maria fervente por 20 min. Após o resfriamento dos tubos em 
banho de gelo, foram adicionados 80 L de meta-hidroxibifenila (0,15%, p/v, em 
NaOH 0,5%, p/v) e os tubos foram agitados novamente em vórtex. A presença de 
ácidos urônicos foi visualizada pelo aparecimento de uma coloração rósea. A 
sensibilidade do método é de 0,97-38,8 g de ácido urônico em 400 Ll de amostra, 
com leitura em 525 nm. O ácido galacturônico foi utilizado como padrão por ser o 
mais comumente encontrado em polissacarídeos de plantas. 
 
 
3.8 Fracionamento bioguiado de compostos de baixa massa molar 
 
 
3.8.1 Partição líquido-líquido do sobrenadante etanólico da extração aquosa 
 
O sobrenantante etanólico da extração aquosa (20 g) foi solubilizado em 50 
mL de água destilada e particionado (1:1, v/v) com os seguintes solventes em 
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sequência: clorofórmio, acetato de etila e butanol. O procedimento de partição 
rendeu quatro frações, que foram submetidas a testes de atividade antinociceptiva. 
 
 
3.8.2 Fracionamento em coluna de sílica gel 
 
A fração aquosa obtida pelo procedimento de partição líquido/líquido anterior 
foi solubilizada em n-propanol:água (1:1, v/v; 50 mL) e aplicada a uma coluna 
contendo 200 g de sílica gel 60 (0,05-0,2 mm). Diferentes solventes, com 
polaridades crescentes, foram eluídos através da coluna: n-propanol; n-
propanol:água (9:1, v/v); n-propanol:água (8:2, v/v); n-propanol:água (7:3, v/v); n-
propanol:água (5:5, v/v); água. Frações de 500 mL foram coletadas e cada solvente 
foi utilizado até que o eluato da coluna não apresentasse mais coloração. As frações 
foram coletadas, rotaevaporadas e liofilizadas. Após análise de TLC, algumas das 
frações puderam ser agrupadas de acordo com a similaridade dos componentes 
presentes e, então, testes de atividade antinociceptiva foram realizados. 
 
 
3.8.3 Partição líquido-líquido da fração 4B  
 
A fração denominada 4B (1,9 g), uma das sete frações resultante do 
fracionamento em coluna de sílica gel, apresentou melhor atividade biológica nos 
testes de avaliação antinociceptiva. Ela foi solubilizada em 15 mL de água destilada 
e então particionada com butanol resultando em duas frações: solúvel em água 
(4BA) e solúvel em butanol (4BB). As frações foram concentradas em 
rotaevaporador e liofilizadas. 
 
 
3.8.4 Tratamento da fração 4BA com acetona 3 V 
 
A fração 4BA foi ressuspendida em 15 mL de água destilada e tratada com 3 
volumes de acetona, resultando em duas frações: uma que foi separada da acetona, 
formando uma fase (4BAG) e outra solúvel em acetona (4BAC). 
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Para avaliação qualitativa destas frações foram realizadas cromatografias em 
camadas delgadas conforme procedimentos descritos no item 3.7.1. 
 
 
3.8.5 Tratamento da fração 4BAG com resina catiônica 
 
A fração 4BAG foi solubilizada em água e submetida a tratamento com resina 
catiônica sob agitação, por 10 minutos. A fração solúvel (AC) foi separada e 
neutralizada com NH4OH. O material retido na resina (AM) foi retirado após adição 
de NH4OH até pH próximo de 11,0. Após evaporação do excesso de NH3, as duas 
frações (AC e AM) foram liofilizadas. A avaliação qualitativa das frações foi realizada 




3.9 Testes de atividade biológica 
 
Os testes de atividade biológica foram realizados no Departamento de 









Para realização dos experimentos foram utilizados camundongos (Mus 
musculus, variedade Swiss) adultos machos, com peso variando entre 15 a 35 g. Os 
animais foram fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciências Biológicas da UFPR e 
foram mantidos em condições de temperatura controlada (22 ± 2 ºC), ciclo 
claro/escuro de 12 horas e com livre acesso à água e ração comercial. Os 
protocolos experimentais foram submetidos à análise pelo Comitê de Ética em 
Experimentação Animal da UFPR (autorização número 544) e foram conduzidos de 
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acordo com os “Princípios de Cuidados com Animais de Laboratório” (NIH 
Publication 85-23, revisado 1985). Os animais foram distribuídos homogeneamente 
entre os grupos e mantidos no laboratório para aclimatação por pelo menos 1 hora 
antes da realização dos experimentos, sendo realizados de acordo com as normas 
éticas para o estudo de dor com animais de laboratório (ZIMMERMANN, 1983). O 
número de animais utilizados e os estímulos empregados foram os mínimos 
necessários para demonstrar o efeito dos tratamentos. 
 
 
3.9.1.2  Contorções abdominais induzidas pelo ácido acético 
 
Os testes das contorções abdominais induzidas pelo ácido acético foram 
realizados de acordo com a metodologia utilizada por Marcon et al. (2009). A 
resposta nociceptiva foi induzida pela injeção intraperitoneal de 0,45 ml de ácido 
acético 0,6%, o qual promove contorções abdominais, que consistem na contração 
da musculatura abdominal, juntamente com a extensão das patas posteriores. Os 
animais foram colocados individualmente em funis de vidro e mantidos por um 
período de 30 min para aclimatação. Em seguida, grupos de animais foram pré-
tratados (v.o. ou i.p.) com os extratos e frações da S. oleracea 60 minutos antes da 
injeção de ácido acético ou veículo (10 ml/kg) 30 min antes da injeção do ácido 
acético. Imediatamente após a injeção do ácido acético, os animais foram 
recolocados nos funis de vidro e o número de contorções abdominais foi 
quantificado cumulativamente durante um período de 20 min. 
 
 
3.9.1.3 Análise estatística 
   
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. A 
avaliação dos resultados foi realizada por meio de análise de variância de uma via 
(ANOVA), seguida pelo teste post-hoc de Student-Newman-Keuls, quando 











Para realização dos experimentos foram utilizados ratos Wistar fêmeas com 
peso variando entre 180 a 200 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério do Setor 
de Ciências Biológicas da UFPR e foram mantidos sob condição padrão laboratorial 
(ciclo de 12 h dia/noite e temperatura de 22 ± 2 ºC).  Ração comercial e água foram 
disponibilizadas a vontade. Os experimentos foram realizados após aprovação pelo 
Comitê de Ética Institucional da UFPR (autorização número 473) e foram conduzidos 
de acordo com os “Princípios de Cuidados com Animais de Laboratório” (NIH 
Publication 85-23, revisado 1985). 
 
 
3.9.2.2 Indução de lesão gástrica aguda em ratos 
 
As lesões gástricas foram induzidas em ratos em jejum de 18 h, por 
administração intragástrica de etanol, como descrito previamente por Robert  et al. 
(1979). Todos os animais foram tratados oralmente com veículo (água, 0,1 mL/100 g 
de peso corporal), omeprazol (40 mg/kg), ou com polissacarídeo (1, 3, 10 e 30 
mg/kg), 1 h antes da administração do etanol P.A. (0,5 mL/200 g), e então 
sacrificados 1 h após administração do etanol. Para determinar a extensão da lesão 
gástrica o estômago foi removido, aberto, fotografado e as lesões gástricas foram 
mensuradas (mm2) por planimetria computadorizada usando o software Image Tool 
3.0. Foram utilizados 6 a 8 animais por grupo. 
 
 
3.9.2.3 Análise estatística 
 
Os resultados foram expressos como média  erro padrão das médias. A 
significância estatística foi determinada usando análise de variância (ANOVA) 
seguida pelo teste de Bonferroni. Os dados foram considerados diferentes para um 
nível de significância de p<0,05. A dose efetiva 50% (ED50) foi determinada por 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 
4.1 Extração e fracionamento de polissacarídeos obtidos a partir da planta 
inteira de S. oleracea 
 
A planta inteira, seca e moída (221,4 g), foi deslipidificada e despigmentada 
e, posteriormente, submetida a extração aquosa a quente. A extração e as etapas 



























Etanol 3 V 
Resíduo 
Clorofórmio:metanol (2:1, v/v) 
Precipitado (PSC-PD) 
RAACA (0,02 g%) 
Eluído com H2O  Eluído com NaCl 10% 
Tratamento com resina catiônica 
Precipitado PPC Sobrenadante PSC (1,4 g%) 
Tratamento com Me2SO  
Tratamento com ácido acético 1% 
Sobrenadante PSA (3,1 g%) 
Congelamento e degelo 
Extrato 
Precipitado PBA (6,4 g%) Sobrenadante (SE) 
Extrato 
Resíduo 
Extração aquosa / 100 ºC 
Planta seca, trituradas (221,4 g) 
Sobrenadante PSC-SD (0,2 g%) 
RAA (0,03 g%) RAS (0,008 g%) 
Eluído com H2O  Eluído com NaCl 10% 
Tratamento com resina aniônica 
RAASA (0,004 g%) 
FIGURA 4 –  Fluxograma do processo de extração e fracionamento dos polissacarídeos 
obtidos por extração aquosa da planta inteira de S. oleracea. 
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Os componentes de alta massa molar foram separados dos de baixa massa 
por tratamento com etanol, o qual resultou em um precipitado (6,4 g%) contendo os 
polissacarídeos. Esta fração foi submetida, inicialmente, ao processo de 
fracionamento por congelamento e degelo, rendendo uma fração solúvel e outra 
insolúvel em água fria. A fração contendo os polissacarídeos solúveis em água 
(PSA) rendeu 3,1 g% e apresentou Rha, Ara, Gal, Glc e GalA como principais 
açúcares na análise de composição monossacarídicas (Tabela 1), sugerindo a 
presença de uma arabinogalactana, uma ramnogalacturonana e, talvez amido nesta 
fração. Arabinogalactanas são frequentemente encontradas associadas às 
ramnogalacturonanas (ASPINALL, 1980; BRETT e WALDRON, 1990). Estes dois 
tipos de polissacarídeos podem ser extraídos com água e pertencem ao grupo das 
pectinas, o qual é caracterizado pela presença de polissacarídeos ricos em unidades 
de GalA (AVIGAD e DEY, 1997). 
A caracterização do ácido urônico presente em PSA foi realizada por TLC, 
utilizando padrões de GalA e GlcA como referências (Figura 5). Uma vez que 
apenas GalA estava presente em PSA, a caracterização do ácido urônico presente 
nas frações posteriores, derivadas de PSA, não foi necessária, sendo considerado 

















FIGURA 5 –  TLC da fração PSA obtida da planta inteira de S. oleracea. 
Fase móvel: n-propanol:água (7:3, v/v); Revelador: orcinol:H2SO4; 
P1, P2 e P3 correspondem aos pontos de aplicação dos padrões. 
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Quando submetida a tratamento com ácido acético a 1%, o pH levemente 
acidificado (~3,0) possibilitou a formação de duas frações a partir de PSA: uma 
solúvel em ácido acético 1% (PSC) e outra insolúvel (PPC). De acordo com a análise 
de composição monossacarídica (Tabela 1), a fração PSC apresentou um maior teor 
de GalA, quando comparada com a fração PPC, indicando que polissacarídeos 
pécticos ficaram concentrados em PSC. Esta fração apresentou ainda Rha, Ara, Gal 
e Glc como principais açúcares neutros na análise de composição monossacarídica. 
A presença de Glc (13,9 %) poderia estar relacionada à presença de amido. Embora 
a reação com reativo de lugol tenha sido realizada, não foi possível concluir que 
amido estava presente, uma vez que a coloração da fração PSC em água era 
escura, e poderia estar interferindo no resultado da reação com reativo de lugol. 
Desta forma, mesmo sem ter sido comprovada a presença de amido, a fração PSC 
foi tratada com a enzima -amilase. Contudo, não foi observada a redução de seus 
conteúdos de glucose após o tratamento enzimático, indicando que estas unidades 
de glucose fazem parte da estrutura de polissacarídeos diferentes do amido.  
Continuando com o processo de fracionamento, a fração PSC (1,4 g%) foi 
submetida à fervura com Me2SO, rendendo duas frações: uma fração solúvel (PSC-
SD) e uma fração insolúvel (PSC-PD) em Me2SO a quente. 
 
 
TABELA 1 – COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES DERIVADAS DA EXTRAÇÃO 





g % Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc GalA 
(2) 
PBA 14,1 6,4 20,1 0,4 11 4,3 6,0 19,7 17,8 20,6 
PSA 6,9 3,1 20,6 0,5 10,9 2,7 4,9 20,7 22,0 17,7 
PSC 3,2 1,4 16 0,3 8,6 2,1 3,9 21,8 13,9 33,2 
PPC 1,5 0,7 28,2 0,4 13,5 3,4 6,4 17,5 27,6 2,9 
PSC-SD 0,4 0,2 12,9 5,4 20,3 0,9 8,5 41,8 10,2 NR 





NOTAS: Análise de acetatos de alditóis por GC-MS. (1) Partindo de 221,4 g de planta seca; (2) 
determinações de ácidos urônicos segundo Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). Rha (ramnose); Fuc 
(fucose); Ara (arabinose); Xyl (xilose); Man (manose); Gal (galactose); Glc (glucose); GalA (ácido 
galacturônico); NR – não realizado. 
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Em análise de RMN-13C (Figura 6) a fração PSC-SD, quando comparada 
com a fração PSC-PD, apresentou sinais mais intensos característicos de 
polissacarídeos. Estes sinais são visualizados nas regiões entre 100-110 ppm e 60-
85 ppm, as quais correspondem às regiões de carbono anomérico e demais 
carbonos do anel ligados a grupos OH, respectivamente. Por isso, mesmo tendo um 
menor rendimento (0,2 g%) quando comparada ao rendimento da fração PSC-PD 
(0,9 g%), a fração PSC-SD foi selecionada para estudo.  
Embora o espectro de RMN-13C de PSC-SD (Figura 6) tenha apresentado 
sinais característicos de polissacarídeos, ele mostrou uma grande elevação da 
região entre 65 e 85 ppm, representando a sobreposição de vários sinais nesta 
região. Com o objetivo de eliminar possíveis compostos presentes junto com os 
polissacarídeos, a fração PSC-SD foi aplicada em uma coluna montada com resina 
catiônica e, posteriormente, em uma coluna de resina aniônica. A fração eluída com 
água nas duas colunas foi denominada RAACA e foi a fração utilizada para a 
caracterização estrutural. As frações PPA, PPC e PSC-PD não foram analisadas, 
quanto à estrutura dos polissacarídeos presentes, devido a dificuldades relacionadas 
à solubilização destas frações para as análises de RMN. 
O processo de fracionamento dos polissacarídeos do extrato aquoso, obtido 
a partir da planta inteira, foi acompanhado por análise de HPSEC. Todas as frações 
analisadas apresentaram um perfil de eluição heterogêneo. Contudo, como pode ser 
observado na Figura 7, que a fração RAACA apresentou um pico principal no tempo 
de 55 min de eluição, o qual deve corresponder ao polissacarídeo majoritário 


















































FIGURA 6 – Espectros de RMN-13C das frações PSC e PSC-PD (em D2O), e PSC-SD 








































FIGURA 7 –  Perfis de eluição em HPSEC, utilizando detector de indice de refração 
(RID), das frações PBA, PSA, PPA, PSC, PPC e RAACA obtidas pelo 


































4.1.1 Análise estrutural do polissacarídeo presente na fração RAACA obtida a partir 
de S. oleracea 
 
A análise de composição monossacarídica (Tabela 1) mostrou que a fração 
RAACA apresenta Ara (18,3%) e Gal (36,5%) como principais unidades de açúcares 
presentes nos seus polissacarídeos, sugerindo a presença de arabinogalactana. 
Além disso, a presença de Rha (12,4%) e GalA (8,6%) sugere que um 
polissacarídeo do tipo ramnogalacturonana, também esteja presente em RAACA. As 
arabinogalactanas são polissacarídeos frequentemente associados às 
ramnogalacturonanas, por meio de uma ligação glicosídica entre a cadeia de 
galactose da arabinogalactana com uma unidade de ramnose da 
ramnogalacturonana (CARPITA e GIBEAUT, 1993). 
A fração RAACA apresentou um espectro de RMN-13C (Figura 8) bastante 
complexo, com muitos sinais na região anomérica ( 98.2 a 109.1). O sinal 
observado em  109.1 corresponde ao C-1 de unidades de -L-Araf e aquele em  
103.4 ao C-1 de unidades de -D-Galp. Estes sinais são comumente observados em 
arabinogalactanas (DELGOBO et al., 1998, 1999; CIPRIANI et al., 2006, 2009a). 
Além disso, sinais típicos de C-6 de GalA ( 174.5) e C-6 de Rha ( 16.8) também 
foram observados.  
O espectro de RMN-13C DEPT mostrou sinais invertidos em  61.0 e 61.5, 
atribuídos ao C-6 não substituído de unidades de Gal. Já o sinal em  69.2, foi 
atribuído ao C-6 substituído de unidades de Gal. 
O espectro de HSQC (RMN-13C/1H) de RAACA (Figura 9) contém sinais em 
 103.2/4.52 (C-1/H-1), 71.0/3.56 (C-2/H-2), 80.1/3.72 (C-3/H-3 substituído), 
68.7/4.14 (C-4/H-4), 75.1/3.69 (C-5/H-5), e 69.2/3.94 (C-6/H6 substituído; invertido 
no DEPT – Figura 8), típicos de unidades de 3,6)--D-Galp-(1 (DELGOBO et al., 
1998, 1999; RENARD et al., 1998). Unidades de Galp 3,6-di-O-substituídas estão 
presentes em arabinogalactanas do tipo II (CARPITA e GIBEAUT, 1993). 
 Ainda, no espectro de HSQC de RAACA (Figura 9), foi possível observar a 
presença de sinais típicos de C-1/H-1 de -L-Araf, -D-GalpA e -L-Rhap em  
109.1/5.25, 98.2/5.10, 98.3/5.30, respectivamente (DELGOBO et al., 1998, 1999; 
RENARD et al., 1998). O sinal de C-6/H-6 das unidades de -L-Rhap é visualizado 
em  16.9/1.31. 
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Além disso, a presença de sinal em  22.3/2.06 (Figura 9), típico de -CH3 de 
grupo acetil, sugere a presença de ácido galacturônico acetilado na posição O-2 ou 
O-3 (LEROUGE et al., 1993; POPOV et al., 2011). Unidades de GalA acetiladas nas 
posições O-2 e/ou O-3 são observadas em ramnogalacturonas do tipo I 






























FIGURA 8 –  Espectros de RMN-13C de RAACA (em D2O), a 50 ºC, com os 







































































































4.1.1.1 Análise de metilação de RAACA 
 
A análise de metilação foi realizada com RAACA e RAACA carboxirreduzida 
(RAACA-CR). A carboxirredução foi necessária uma vez que nas condições de 
análise adotadas os acetados de alditóis parcialmente metilados, das unidades de 
ácidos urônicos, não são analisados. Após a carboxirredução, as unidades de GalA 
presentes em RAACA são convertidas em Gal e, desta forma, podem ser 
analisadas. A análise de metilação da fração RAACA (Tabela 2) apresentou 7,8% de 
terminais não redutores de Araf, pela presença do derivado metilado 2,3,5-Me3-Ara. 
Terminais não redutores de Galp também estão presentes, como indicado pela 
presença do derivado 2,3,4,6-Me4-Gal (9,4%). Outros derivados encontrados em 
FIGURA 9 –  Espectro de HSQC (RMN-13C/1H) de RAACA (em D2O), a 50 ºC, com 




RAACA são 2,4,6-Me3Gal (6,2%), 2,3,4-Me3-Gal (6,9%) e 2,4-Me2-Gal (14,8%), 
indicando que a cadeia principal do polissacarídeo presente em RAACA é composta 
por unidades de Galp 3-O-, 6-O- e 3,6-di-O-substituídas. Estes resultados sugerem a 
presença de uma arabinogalactana do tipo II em RAACA, visto que este tipo de 
polissacarídeo é caracterizado por apresentar cadeia principal de (13) e/ou (16) 
β-D-galactanas, conectadas umas as outras por pontos de ramificação em O-3 e O-6 
(CARPITA e GIBEAUT, 1993). Os terminais não redutores de Araf provavelmente 
ramificam a cadeia principal nas posições O-3 e O-6 de algumas unidades de Galp, 
como frequentemente observado para as arabinogalactanas do tipo II (CARPITA e 
GIBEAUT, 1993). Desta forma, os dados de metilação apresentados na Tabela 2 
estão em acordo com o resultado obtido pela análise de RMN. 
Contudo, a presença do derivado metilado 2,3,6-Me3-Gal (4,4%) pode estar 
relacionada à existência, também, de uma arabinogalactana do tipo I na fração 
RAACA. Este tipo de arabinogalactana é caracterizado por uma cadeia principal 
constituída por unidades de β-D-galactose (14)-ligadas (CARPITA e GIBEAUT, 
1993). Porém, não pode ser excluída a presença de uma galactana linear. 
Comparando-se o resultado da análise de metilação das amostras nativa e 
carboxirreduzida (Tabela 2), é possível observar um aumento na concentração do 
derivado 2,3,6-Me3-Gal em 3,8% após a carboxirredução de RAACA, indicando a 
presença de resíduos de GalpA (14)-ligados. Além disso, a presença dos 
derivados 3,4-Me2-Rha (3,2%) e 3-Me-Rha (6,4%) indicaram que resíduos de Rhap 
2-O- e 2,4-di-O-substituídos também estão presentes. Unidades de GalpA 4-O-
substituídas e de Rhap 2-O- e 2,4-di-O-substituídas são constituintes comuns de 
ramnogalacturonanas do tipo I (CARPITA e GIBEAUT, 1993). Estas 
ramnogalacturonanas são formadas pela repetição da unidade dissacarídica [4)-α-
D-GalpA-(12)-α-L-Rhap-(1], tendo frequentemente o C-4 das unidades de Rha 
substituídas por arabinanas, galactanas e/ou arabinogalactanas (CARPITA e 
GIBEAUT, 1993). 
A análise de metilação mostrou ainda que cerca de 40% das unidades de 
glucose da fração RAACA são terminais não redutores e a outra parte é (14)-
ligada, de acordo com a presença dos derivados metilados 2,3,4,6-Me2-Glc (3,3%) e 
2,3,6-Me3-Glc (5,0%), respectivamente. Assim, pelo menos parte das unidades de 
glucose de RAACA deve compor um polissacarídeo diferente do amido. Além disso, 
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uma vez que RAACA apresenta 10,5% de unidades de manose em sua composição 
monossacarídica (Tabela 1), possivelmente outro polissacarídeo pode estar 
presente nesta fração. De acordo com a análise de metilação (Tabela 2), 62% das 




TABELA 2 – ACETATOS DE ALDITÓIS PARCIALMENTE METILADOS OBTIDOS 
POR ANÁLISE DE METILAÇÃO DE RAACA E RAACA-CR. 






2,3,5-Me3-Ara terminal 0,798 7,8 9,2 
2,3-Me2-Rha )4- 0,973 5,0 4,6 
3,4-Me2-Rha )2- 0,957 3,2 3,9 
2,4-Me2-Rha )3- 0,983 4,0 4,0 
2,3,4,6-Me2-Glc terminal 1,000 3,3 4,6 
2,3,4,6-Me4-Gal terminal 1,055 9,4 8,2 
3-Me-Rha )2,4- 1,219 6,4 6,3 
3,4,6-Me3-Man )2- 1,256 6,0 5,4 
2,4,6-Me3-Man )3- 1,284 3,7 5,4 
2,4,6-Me3-Gal )3- 1,321 6,2 8,6 
2,3,6-Me3-Gal )4- 1,353 4,4 8,2 
2,3,6-Me3-Glc )4- 1,383 5,0 8,2 
2,3,4-Me3-Gal )6- 1,551 6,9 6,2 
2,4-Me2-Gal )3,6- 2,128 14,8 13,4 
2-Me-Ara )3,4- 2,238 5,4 3,6 
GalA 
(2)
   8,6 - 
NOTAS: (1)
 
tR = tempo de retenção relativo ao do 2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol; (2) 
determinações de ácidos urônicos segundo Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). 
 
 
De acordo com os resultados obtidos, o polissacarídeo majoritário presente 
na fração RAACA é uma arabinogalactana do tipo II. Ela é formada por uma cadeia 
principal de unidades de β-D-Galp (13)-ligadas, substituída em O-6 por cadeias 
laterais de β-D-Galp (16)-ligadas.  As cadeias laterais são substituídas em O-3 por 
terminais não redutores de α-L-Araf. Esta arabinogalactana do tipo II provavelmente 
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está ligada na posição O-4 de algumas unidades de ramnose, de uma 
ramnogalacturonana do tipo I, formada pela repetição da unidade dissacarídica 
[4)-α-D-GalpA-(12)-α-L-Rhap-(1]. Uma estrutura sugerida para a 

































FIGURA 10 –  Estrutura sugerida para a arabinogalactana do tipo II e para a 






















































































4.2 Extração e fracionamento de polissacarídeos obtidos a partir da folhas 
 
As folhas secas e moídas de S. oleracea (46,7 g) foram deslipidificadas e 
despigmentas com clorofórmio:metanol (2:1 v/v) e então submetidas ao processo de 
extração aquosa sob refluxo para obtenção dos polissacarídeos. O extrato aquoso, 
depois de concentrado em rotaevaporador, foi tratado com etanol 3 volumes 
resultando em um precipitado contendo os polissacarídeos (9,0 g%). Esta fração 
bruta de polissacarídeos foi submetida ao processo de fracionamento por 
congelamento e degelo. A fração solúvel do processo de congelamento e degelo SA 
(5,8 g%) foi tratada com ácido acético (pH ~3,0) resultando em uma fração 
precipitada e outra solúvel em ácido acético. O componente solúvel foi separado do 
precipitado por centrifugação seguida de ultrafiltração, resultando na fração SC com 
2,1 g% de rendimento. A extração e as etapas de fracionamento dos polissacarídeos 



















FIGURA 11 –  Fluxograma do processo de extração e fracionamento dos 
polissacarídeos obtidos por extração aquosa das folhas de S. oleracea. 
Extrato 
Tratamento com ácido acético 1% 
Ultrafiltração em membranas de 0,22 m  
Precipitado PA Sobrenadante SA (5,8 g%) 
Etanol 3 V 
Resíduo (40,8 g) 
Precipitado BA (9,0 g%) 
Congelamento e degelo 
Sobrenadante (SE) 
Extração aquosa / 100 ºC 
Clorofórmio:metanol (2:1, v/v) 
Folhas secas, trituradas (46,7 g) 
Extrato Resíduo 
Precipitado PC Sobrenadante SC (2,1 g%) 
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Análise por cromatografia de exclusão estérica de alta performance 
(HPSEC) mostrou que a fração SC é homogênea, com Mw de 226.000 g/mol 














4.2.1 Análise estrutural do polissacarídeo presente na fração SC obtida a partir de 
S. oleracea 
 
Conforme a análise de composição monossacarídica (Tabela 3), a fração SC 
continha ácido urônico, galactose, arabinose, ramnose e glucose em uma razão 
molar de 15:2:1:1:0,5. A análise por TLC da fração SC hidrolisada indicou a 
presença de ácido galacturônico (Figura 13).  
 
TABELA 3 – COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DAS FRAÇÕES DERIVADAS DA EXTRAÇÃO 




 Monossacarídeos (%) 
g % Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc GalA 
(2)
 
SC 1,0 2,1 5,3 - 5,0 - - 8,5 3,4 75,7 
SC-CR 
(3) 





NOTAS: Análise de acetatos de alditóis por GC-MS. (1) Partindo de 46,7 g de folhas secas; (2) 
determinações de ácidos urônicos segundo Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). Rha (ramnose); Fuc 
(fucose); Ara (arabinose); Xyl (xilose); Man (manose); Gal (galactose); Glc (glucose); GalA (ácido 
galacturônico); (3) SC carboxirreduzida. 
FIGURA 12 – Perfil de eluição em HPSEC, utilizando detector de índice de refração 
(RID), da fração SC obtida pelo processo de fracionamento dos 






















4.2.1.1 Análise de metilação de SC 
 
A análise de metilação foi realizada com a fração SC e SC carboxirreduzida 
(SC-CR) (Tabela 3), uma vez que ácido galacturônico está presente em SC. Após a 
carboxirredução, as unidades de ácido galacturônico foram convertidas para 
unidades de galactose e, desta forma, os derivados metilados relativos às unidades 
de ácido galacturônico podem ser visualizados como derivados metilados de 
galactose na análise de metilação. Em SC-CR estão presentes terminais não 
redutores de Araf (4,8%), Arap (4,7%), Rhap (1,4%), Glcp (3,1%), e Galp (3,9%). 
Algumas unidades de arabinose foram 5-O-substituídas (1,9%), unidades de Rha 
estavam 2-O- (1,8%), 3-O- (1,3%) e 2,4-di-O-substituídas (1,2%), e unidades de 
Galp estavam, principalmente, 4-O- (39,4%), 6-O- (4,4%), 2,4-di-O- (9,7%), e 3,6-di-
O-substituídas (3,9%). 
Na análise de metilação de SC (Tabela 3), somente 2,1% de unidades de 
Galp 4-O-substituída estavam presentes, enquanto em SC-CR, 39,4%. Além do 
mais, unidades de Galp 2,4-di-O-substituídas apareceram somente na fração 
carboxirreduzida (9,7%). Desta forma, unidades de ácido galacturônico 4-O- e 2,4-di-
O-substituídas estão presentes em SC. 
FIGURA 13 –  TLC das frações SC e SC-CR provenientes das folhas de S. oleracea. 
Fase móvel: n-propanol:água (7:3, v/v); Revelador: orcinol:H2SO4; 





Resíduos de ácido galacturônico 4-O-substituídos estão presentes em dois 
tipos de polissacarídeos, a saber, ácido poligalacturônico e ramnogalacturonanas. 
Estas últimas podem ser formadas por uma longa sequência de unidades de ácido 
α-D-galacturônico (14)-ligadas, interrompida por unidades de α-L-Rhap (CARPITA 
e GIBEAUT, 1993). A cadeia principal formada principalmente por GalpA e algumas 
unidades de Rhap é frequentemente substituída por cadeias laterais de arabinanas, 
galactanas, ou arabinogalactanas (CARPITA e GIBEAUT, 1993).  Com exceção das 
unidades de galactose geradas a partir da carboxirredução das unidades de ácido 
galacturônico, a maioria das unidades de Galp de SC-CR são 3-O- (2,2%), 6-O- 
(4,4%) e 3,6-di-O-substituídas (3,9%), o que é compatível com uma 
arabinogalactana do tipo II (CARPITA e GIBEAUT, 1993). 
 
 
TABELA 4 – ACETATOS DE ALDITÓIS PARCIALMENTE METILADOS 
OBTIDOS POR ANÁLISE DE METILAÇÃO DE SC E SC-CR. 
Derivado Metilado Ligações tR 
(1) 
SC SC-CR 
2,3,5-Me3-Ara terminal 0,800 2,2 4,8 
2,3,4-Me3-Ara terminal 0,829 - 4,7 
2,3,4-Me3-Rha terminal 0,856 - 1,4 
3,4-Me2-Rha )2- 0,956 - 1,8 
2,4-Me2-Rha )3- 0,956 - 1,3 
2,3,4,6-Me2-Glc terminal 1,000 1,2 3,1 
2,3-Me2-Ara )5- 1,032 1,3 1,9 
2,3,4,6-Me4-Gal terminal 1,053 1,2 3,9 
3-Me-Rha )2,4- 1,215 - 1,2 
2,4,6-Me3-Gal )3- 1,315 1,5 2,2 
2,3,6-Me3-Gal )4- 1,346 2,1 39,4 
2,3,6-Me3-Glc )4- 1,377 4,0 2,6 
2,3,4-Me3-Gal )6- 1,542 5,1 4,4 
2,6-Me2-Gal )3,4- 1,623 - 1,7 
3,6-Me2-Gal )2,4- 1,763 - 9,7 
2,4-Me2-Gal )3,6- 2,107 5,7 3,9 
GalA 
(2)
  - 75,7 11,9 
NOTAS: (1)
 
tR = tempo de retenção relativo ao do 2,3,4,6-tetra-O-
metilglucitol; (2)
 
determinações de ácidos urônicos segundo Filisetti-




4.2.1.2 Análise de RMN de SC 
 
O espectro de RMN-13C de SC (Figura 14) mostrou sinais típicos de C-1 de 
unidades de -L-Araf e -D-Galp em  109.5 e 103.4, respectivamente. Conforme 
descrito para a fração RAACA, estes sinais são comumente observados em 
arabinogalactanas (DELGOBO et al., 1998; CIPRIANI et al., 2006, 2009a). Além 
disso, também foram observados sinais de C-6 de unidades de GalA metil-
esterificadas ( 170.7) e C-6 de Rha ( 16.7). O sinal intenso em  52.8 é referente 



















O espectro de HSQC (RMN-13C/1H) de SC (Figura 15) contém sinais em  
100.2/4.96 (C-1/H-1), 68.2/3.74 (C-2/H-2), 68.7/3.98 (C-3/H-3), 78.7/4.46 (C-4/H-4), 
70.6/5.11 (C-5/H-5), e 170.7 (C-6), típicos de unidades de α-D-GalpA (14)-ligadas 
(RENARD et al., 1998; OVODOVA et al., 2009; POPOV et al., 2011). Quando as 
unidades de GalpA estão substituídas em OH-2, os sinais de C-2/H-2 de GalpA 
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FIGURA 14 – Espectros de RMN-13C de SC (em D2O), a 50 ºC, com os deslocamentos 




























































































GalpA. O espectro de HMBC (RMN-13C/1H) de SC (Figura 16) contém acoplamentos 
em  170.7/3.81 (-CO2-CH3) e 170.7/5.11 (-CO2-CH3 com H-5 de GalpA). Sinais de 
C-5/H-5 de unidades de GalpA não esterificadas deveriam aparecer perto de  
72.5/4.65 (RENARD et al., 1998; POPOV et al., 2011), mas não estão presentes no 
espectro obtido da fração SC. Além disso, no espectro de HMBC (RMN-13C/1H) de 
SC não é possível observar outros sinais na região de C-6 de ácido galacturônico, 
indicando que praticamente todas as unidades de GalpA da fração SC podem ser 
esterificadas por grupos metil. A presença de C-1/H-1 e C-6/H-6 de unidades de 
Rhap (12)-ligadas foi mostrada pelos sinais em  99.5/5.18 e 16.8/1.28, 
respectivamente (RENARD et al., 1998). Os resultados obtidos por espectroscopia 
de RMN estão de acordo com a análise de metilação, sugerindo que a fração SC é 
uma ramnogalacturonana, formada por uma longa sequência de unidades de 4)-6-






















FIGURA 15 – Espectro de HSQC (RMN-13C/1H) de SC (em D2O), a 50 ºC, com os 
deslocamentos químicos () expressos em ppm. A, A’ (6-OMe-α-D-























Grupos acetil podem estar presentes em ramnogalacturonanas, 
frequentemente como substituintes em OH-2 ou OH-3 de unidades de GalpA 
(LEROUGE et al., 1993; POPOV et al., 2011).  Uma vez que há um sinal em  
20,4/2,14, típico de grupos acetil, no espectro de HSQC (Figura 15), estes grupos 
podem estar presentes em SC. Contudo, nenhum sinal de acoplamento entre H3C-
COO- e H-2 ou H-3 de unidades de 6-OMe-GalpA foi detectado no experimento de 
HMBC (Figura 16), não sendo possível a determinação da posição dos grupos acetil. 
O espectro de HSQC da fração SC (Figura 15) apresenta também sinais em 
 103.4/4.47 e 103.1/4.52 de C-1/H-1 de unidades de -D-Galp. Sinais de C-3/H-3 
em  81.4/3.87 e C-6 em  69.3 (DEPT-RMN-13C, inserto da Figura 14) são de 
unidades de 3,6)--D-Galp-(1. Os sinais em 61.0/3.79 (C-6/H-6) e 72.7/3.68 (C-
3/H-3) são de unidades de -D-Galp 3-O- e 6-O-substituídas, respectivamente 
(DELGOBO et al., 1998). Sinais típicos de C-1/H-1 e C-5/H-5 de -L-Araf foram  
observados  no HSQC. Aqueles em  109.1/5.25 e 64.1/3.69 são de terminais não 
redutores de -L-Araf, e os sinais em  107.6/5.09 e 74.0/4.24 (DEPT-RMN-13C, 
inserto da Figura 14) são de unidades de α-L-Araf 5-O-substituídas. Conforme a 
  
FIGURA 16 – Espectro de HMBC (RMN-13C/1H) de SC (em D2O), a 50 ºC, com os 




análise de metilação, terminais não redutores de unidades de Arap estão também 
presentes em SC. No espectro de HSQC foi observado um sinal em  100.1/5.04, 
atribuível a C-1/H-1 de unidades de  -L-Arap (DELGOBO et al., 1998). 
Arabinogalactanas do tipo I e do tipo II são classificadas de acordo com sua 
cadeia principal. As primeiras têm uma cadeia principal formada por unidades de -
D-Galp (14)-ligadas, enquanto as últimas têm uma cadeia principal constituída por 
unidades de -D-Galp (13)-ligada, substituída na posição OH-6 por cadeias 
laterais de -D-Galp (16)-ligadas. Unidades terminais não redutoras de arabinose 
e cadeias de α-L-Araf 3-O- e/ou 5-O-substituídas estão presentes em ambos os tipos 
de arabinogalactanas (CARPITA e GIBEAUT, 1993). A fração SC é, portanto, 
também composta por uma pequena porção de arabinogalactanas do tipo II, 
provavelmente ligadas a uma ramnogalacturonana do tipo I. Uma proposta de 


















FIGURA 17 – Esquema da estrutura sugerida para o polissacarídeo SC.  
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4.2.2  Avaliação da atividade antiúlcera gástrica da fração SC 
 
Alguns estudos têm mostrado que polissacarídeos podem produzir efeito 
gastroprotetor (NERGARD et al., 2005; CIPRIANI et al., 2006, 2009a, 2009b), 
entretanto esta propriedade não foi ainda descrita para ramnogalacturonanas metil-
esterificadas. Desta forma, para investigar se SC exerce uma ação antiúlcera, etanol 
absoluto foi administrado para produzir injúria hemorrágica na mucosa gástrica de 
ratos. A administração de etanol causou lesão severa no grupo controle (181,0 ± 
27,7 mm2). O tratamento oral de animais com SC, nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/kg, 
reduziu a lesão gástrica induzida pelo etanol de maneira dose-dependente, com 
uma ED50 de 1,5 mg/kg. O controle positivo, omeprazol (40 mg/kg), promoveu 93% 
de gastroproteção (Figura 18). 
Estes resultados sugerem uma atividade potencial de SC para atuar como 
um agente citoprotetor, ligando-se à superfície da mucosa gástrica, funcionando 
como uma camada protetora. A proteção da mucosa gástrica pode ocorrer também 
pela habilidade do polissacarídeo de aumentar a síntese de muco e/ou de modular o 
sistema antioxidante, como previamente observado para uma arabinoxilana 

















FIGURA 18 –  Efeito de SC (1, 3, 10 e 30 mg/kg, p.o.) contra lesões gástricas 
induzidas por etanol (C: controle, água 0,1 ml/100g, v.o. e Ome: 
omeprazol 40 mg/kg, v.o.). Os resultados são expressos como média 
± S.E.M. (n=6-8). Comparação estatística foi realizada usando 
análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. *p < 
0,05 e *** p < 0,001 quando comparado ao grupo controle. 
  



















4.3 Fracionamento bioguiado de compostos de baixa massa molar 
 
O extrato aquoso proveniente da planta inteira de S. oleracea, foi tratado 
com etanol, fornecendo um precipitado (PBA) e uma fração solúvel, denominada 
sobrenadante etanólico (SE; 10,3 g%). A fração SE foi submetida a testes de 
atividade antinociceptiva, tanto por administração via oral quanto intraperitoneal 
(Figura 19). O efeito mais significativo foi de 80,4% de atividade antinociceptiva 
quando SE foi administrado numa concentração de 10 mg/kg, por via intraperitoneal. 
Como a via intraperitoneal apresentou a melhor resposta com uma dose menor, esta 
foi a via escolhida para os testes subsequentes, realizados com as frações obtidas a 
partir do fracionamento da fração SE. A extração e as etapas de fracionamento 























FIGURA 19 – Efeito da fração SE quando administrada por via oral (A) e via 
intraperitoneal (B), na nocicepção visceral induzida por ácido 
acético (0,6%, i.p.). Os resultados estão expressos como médias 
± erro padrão das médias (n = 7 a 10). A comparação entre os 
grupos foi realizada pela análise da variância (ANOVA) seguida 
do teste de Newman Keuls. Valores de *p < 0,05 foram 


















































































































































































FIGURA 20 – Fluxograma do processo de obtenção e fracionamento de SE, 
obtido a partir da extração aquosa da planta S. oleracea. 
Fracionamento em coluna de sílica gel 
Água (SEFA) 
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A fração SE, após avaliação de atividade antinociceptiva, foi submetida a 
partição líquido-líquido, obtendo-se quatro novas frações: clorofórmio (0,6 g%), 
acetato de etila (0,3 g%), butanol (SEFB, 9,8 g%) e água (SEFA, 71,1 g%) (Figura 
20). Os rendimentos foram considerados a partir da quantidade obtida de SE. Testes 
para atividade antinociceptiva das frações SEFA e SEFB, que apresentaram os 
melhores rendimentos, mostraram que SEFA apresentou inibição de 75,3% da dor 
numa concentração de 1 mg/kg, quanto administrada por via i.p., com uma curva 
dose-dependente (Figura 21). A fração butanólica (SEFB), apesar de ter 
apresentado atividade antinociceptiva, não apresentou uma curva com resposta 

























FIGURA 21 – Efeito das frações SEFA e SEFB quando administradas por via 
intraperitoneal na nocicepção visceral induzida por ácido acético 
(0,6% i.p.). Os resultados estão expressos como médias ± erro 
padrão das médias (n = 7 a 10). A comparação entre os grupos 
foi realizada pela análise da variância (ANOVA) seguida do teste 
de Newman Keuls. Valores de *p < 0,05 foram considerados 
estatisticamente diferentes do controle (veículo). 
 






































































SEFA (mg/kg, i.p.) SEFB (mg/kg, i.p.) 
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Por ter apresentado melhor resultado no teste de atividade antinociceptiva, a 
fração SEFA foi solubilizada em propanol:água (1:1, v/v) e fracionada por 
cromatografia em coluna de sílica gel, com eluição com propanol, propanol:água em 
vários gradientes de concentração, e água. As frações e os rendimentos obtidos são 
apresentados na Tabela 5. Estas frações foram analisadas por TLC (Figura 22), e 
aquelas com perfil cromatográfico semelhante foram agrupadas. Assim, as frações 
4D a 6B foram agrupadas. Desta forma, o fracionamento por cromatografia em 
coluna de sílica gel resultou em sete frações (1A, 2A, 3A, 4A, 4B, 4C e 4D-6B) que 




TABELA 5 –  FRAÇÕES OBTIDAS PELO FRACIONAMENTO DE SEFA EM 





1 1- propanol 1A 0,83 5,8 
2 – propanol – água (9:1) 2A 1,01 7,1 
3 – propanol – água (8:2) 3A 0,95 6,7 
4 – propanol – água (7:3) 4A 2,4 16,9 
 4B 1,9 13,3 
 4C 1,6 11,2 
 4D 0,5 3,5 
 4E 0,17 1,2 
 4F 0,1 0,7 
 4G 0,06 0,4 
5 – propanol – água (1:1) 5A 0,1 0,7 
 5B 0,07 0,5 
 5C 0,04 0,3 
6 – água  6A 0,08 0,6 
























Todas as frações (1A, 2A, 3A, 4A, 4B, 4C e 4D-6B) apresentaram atividade 
antinociceptiva numa concentração de 0,01 mg/kg, por via intraperitoneal (Figura 
23), no entanto, a fração 4B apresentou a melhor atividade ao inibir a dor em 69%. 
Com isto, acredita-se que na fração 4B há uma concentração maior de moléculas 
com atividade antinociceptiva. Desta forma, esta fração foi solubilizada em água e 
submetida a partição líquido-líquido com butanol, rendendo duas frações: uma 
fração solúvel em água (4BA) e outra solúvel em butanol (4BB). As moléculas 
menos polares da fração 4B ficaram solubilizadas na fase butanólica (4BB) e 
aquelas com polaridade maior na fase aquosa (4BA). Os rendimentos das frações 









FIGURA 22 –  TLC das frações 1A, 2A, 3A, 4A, 4B, 4C, 4D, 4E, 4F, 4G, 5A, 
5B, 5C, 6A, 6B, obtidas a partir do fracionamento de SEFA 
por cromatografia em coluna de sílica gel. 


























As frações 4BA e 4BB foram submetidas a análise de RMN-13C (Figura 24). 
Na fração 4BA foi observada a presença de sinais típicos de carboidratos, com 
sinais na região de carbono anomérico ( 90 a 110), sugestivos da presença de 
oligossacarídeos. Além disso, foram observados sinais de grupos carboxílicos ( 170 
a 185), sinais referentes a carbono com insaturação ( 120 a 150), sinais sugestivos 
de carbono ligado a grupo amina ( 50 a 55), e sinais de -CH2- ( 35 a 45), sugerindo 






FIGURA 23 – Efeito das frações 1A, 2A, 3A, 4A, 4B, 4C E 4D-6B quando 
administradas por via intraperitoneal na nocicepção visceral 
induzida por ácido acético (0,6% i.p.). Os resultados estão 
expressos como médias ± erro padrão das médias (n = 7 a 10). A 
comparação entre os grupos foi realizada pela análise da 
variância (ANOVA) seguida do teste de Newman Keuls. Valores 




Contorçoes Abdominais - Todas as frações -  30.04.11


























































Por apresentar sinais característicos de carboidratos em seu espectro de 
RMN-13C, a fração 4BA foi tratada com acetona 3 volumes, objetivando a separação 
destes dos demais compostos presentes. Este procedimento resultou em duas 
frações, provenientes da separação do material em duas fases: uma que se separou 
da acetona (4BAAG), que apresentou 1,17 g% de rendimento, e uma solúvel em 
acetona (4BAAC), com rendimento de 2,7 g%.  
Análise de RMN-13C (Figura 24) mostrou que os sinais típicos da região de 
carbono anomérico ( 90 a 110) estão presentes em 4BAAG, mas são pouco visíveis 
FIGURA 24 – Espectros de RMN-13C das frações 4BB (em DMSO-d6), 4BA (em 
D2O), 4BAAC (em D2O) e 4BAAG (em D2O), a 30 ºC, com os 




em 4BAAC. Desta forma, houve uma concentração dos carboidratos na fração 
4BAAG, após o tratamento de 4BA com acetona. 
As frações 4BAAG e 4BAAC foram analisadas por TLC utilizando-se duas 
fases móveis diferentes e, também, dois reveladores diferentes (Figura 25). Nas 
TLCs reveladas com ninhidrina foi verificada a presença de compostos aminados. 
Naquelas reveladas com orcinol:H2SO4 foi verificada uma banda principal, 
proeminente, referente a carboidrato.  As análises com diferentes fases móveis 
indicaram que os compostos aminados não estão no mesmo Rf dos componentes 
carboidratos, indicando que os carboidratos presentes nestas frações não estão 
covalentemente ligados aos compostos aminados. Isso pode ser facilmente 
























FIGURA 25 – Cromatografia em camada delgada das frações 4BAAC e 4BAAG, 
juntamente com padrão sacarose (S). 
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Conforme observado na análise por RMN-13C e TLC, carboidratos ficaram 
concentrados na fração 4BAAG (Figuras 24 e 25). Para verificar se alditóis, 
monossacarídeos livres, e/ou oligossacarídeos estavam presentes em 4BAAG, esta 
fração foi avaliada por GC-MS após acetilação direta (I), redução e acetilação (II), e 
hidrólise, redução e acetilação (III). Os resultados obtidos estão na Tabela 6. Foi 
observado que inositol representa uma grande proporção dos carboidratos 
presentes na fração 4BAAG. Uma proporção muito pequena de outros alditóis 
também foi observada (galactitol, manitol, xilitol e arabitol). Uma vez que não houve 
grande diferença nas análises (I) e (II), monossacarídeos livres estão presentes em 
uma proporção muito pequena (Glc, Ara e Rha). Quando a amostra foi previamente 
hidrolisada (III), Ara, Man, Gal e Glc foram observadas em maiores proporções, com 
uma diminuição proporcional do teor de inositol (Tabela 6). Estes resultados indicam 
que oligossacarídeos ou glicosídeos constituídos por Ara, Man, Gal e Glc estão 




TABELA 6 –  COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DA FRAÇÃO 4BAAG ACETILADA (I), 





Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc 
I - - 0,3 4,4 1,9 4,7 - 88,6 
II 1,5 - 1,3 0,4 1,2 4,6 2,3 88,7 






Para verificar se os compostos aminados presentes em 4BAAC e 4BAAG 
eram aminoácidos, foi realizada uma análise em TLC com os padrões de 
aminoácidos mais comuns (Figura 26). De acordo com a comparação dos Rfs e da 
coloração das bandas, aspartato parece estar presente na fração 4BAAG, 
asparagina na fração 4BAAC, e glutamato nas duas frações. Contudo, compostos 
NOTAS: Análise de acetatos de alditóis por GC-MS. Rha (ramnose); Fuc (fucose); Ara 




aminados diferentes dos outros aminoácidos estão presentes, uma vez que não 



























Com o objetivo de separar os compostos aminados dos carboidratos, na 
tentativa de elucidar a estrutura química destes últimos, a fração 4BAAG foi tratada 
com resina catiônica, obtendo-se duas frações: uma não retida (AC; 0,6 g%) e outra 
retida na resina (AM; 0,8 g%). As duas frações foram, então, analisadas por TLC 
(Figura 27). Os compostos aminados ficaram concentrados na fração AM e os 
componentes contendo carboidratos, na fração AC.  
FIGURA 26 – Cromatografia em camada delgada das frações 4BAAC e 4BAAG, 
juntamente com padrões de aminoácidos: glicina (Gly); valina (Val); 
serina (Ser); treonina (Thr); tirosina (Tyr); isoleucina (Ile); alanina 
(Ala); histidina (Hys); metionina (Met); prolina (Pro); lisina (Lys); 
fenilalanina (Phe); glutamato (Glu); cisteína (Cys); arginina (Arg); 
leucina (Leu); aspartato (Asp); glutamina (Gln); asparagina (Asn); 
triptofano (Trp). Fase móvel: acetato de etila:ácido acético:n-











































































A fração AC foi, ainda, submetida a análise por TLC para verificar se 
sacarose ou rafinose poderiam estar presentes (Figura 28). Contudo, não houve 















FIGURA 27 – TLC das frações AC e AM.  
Fase móvel: acetato de etila:ácido acético:n-propanol:água (4:2:2:1). 
Reveladores: ninhidrina e orcinol:H2SO4. 
FIGURA 28 –  TLC da fração AC. Padrões: rafinose (R); sacarose (S). Fase 




Para verificar se alditóis, monossacarídeos livres, e/ou oligossacarídeos 
estavam presentes em AC, esta fração foi avaliada por GC-MS após acetilação 
direta (ACI), redução e acetilação (ACII), e hidrólise, redução e acetilação (ACIII). Os 
resultados, apresentados na Tabela 7, indicaram que na fração AC não há 
monossacarídeos livres, uma vez que seus acetados de alditóis não foram 
observados em ACII. Contudo, foi verificada a presença de inositol livre. Quando a 
amostra foi previamente hidrolisada (ACIII), Ara, Man, Gal e Glc foram observados 
em maiores proporções, com uma diminuição proporcional do teor de inositol 
(Tabela 7). Estes resultados indicam que estes monossacarídeos podem estar 
envolvidos uns com os outros, por meio de ligações glicosídicas, formando 





TABELA 7 –  COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DA FRAÇÃO AC ACETILADA (ACI), 





Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc 
ACI - - - - - - - 100 
ACII - - - - - - - 100 






A análise de RMN-13C da fração AC (Figura 29) revelou vários sinais na 
região de carbono anomérico ( 105.2, 100.7, 100.1, 97.8, 95.9, 93.7, 91.7), 
característicos de carboidratos. Os sinais em  95.9, 93.7, 91.7, sugerem que 
unidades terminais redutores estejam presentes em AC. Na região do espectro de  
60 a 80 estão presentes os sinais dos carbonos dos anéis de carboidratos, incluindo 
os sinais típicos entre  60 a 62 correspondentes aos C-6 das hexoses. Outros sinais 
NOTAS: Análise de acetatos de alditóis por GC-MS. Rha (ramnose); Fuc (fucose); Ara 





foram observados entre  120 a 135, característicos de carbonos com insaturações. 
Ainda, na região de  170 a 180, foram observados sinais característicos de grupos 
carboxílicos.  Os sinais entre  35 a 45, provavelmente correspondem a -CH2-. Desta 
formas, os sinais de RMN-13C sugerem que, além do inositol e dos monossacarídeos 
que compõem esta fração, provavelmente compostos fenólicos podem estar 



















 Com o objetivo de verificar de que modo os carboidratos presentes na fração 
AC estão ligados, foi realizada análise de metilação (Tabela 8). Os resultados 
indicaram que uma grande quantidade das unidades de hexoses (Man, Gal e Glc) 
está presente como terminal não redutor (12,7, 17,9 e 18,8%, respectivamente). 
Unidades de manose e galactose (14)-substituídas e de galactose (16)-
substituídas também estão presentes em quantidades consideráveis (10,9, 14,7 e 
12,2%, respectivamente). Também estão presentes em AC terminais não redutores 
de arabinose (3,4%) e xilose (3,8%), unidades de ramnose (12)-substituídas 
(1,8%), e unidades de arabinose (14)-substituídas (3,6%). 
FIGURA 29 – Espectro de RMN-13C da fração AC (em D2O), a 30 ºC, com os 












































TABELA 8 – PERFIL DOS ACETATOS DE ALDITÓIS 
PARCIALMENTE METILADOS OBTIDOS POR ANÁLISE DE 
METILAÇÃO DE AC. 




2,3,5-Me3-Ara terminal 0,803 3,4 
3,4-Me2-Rha )2- 0,957 1,8 
2,3,5-Me3-Xyl terminal 0,965 3,9 
2,3,4,6-Me4-Man terminal 0,992 12,7 
2,3,4,6-Me4-Glc terminal 1,000 18,8 
2,3-Me2-Ara )4- 1,030 3,6 
2,3,4,6-Me4-Gal terminal 1,052 17,9 
2,3,6-Me3-Man )4- 1,292 10,9 
2,3,6-Me3-Gal )4- 1,367 14,7 
2,3,4-Me3-Gal )6- 1,528 12,2 
NOTAS: (1) tR = tempo de retenção relativo ao do 2,3,4,6-




De acordo com os resultados obtidos para o fracionamento bioguiado de 
composto de baixa massa molar, é possível afirmar que a planta S. oleracea 
apresenta outro composto com atividade antinociceptiva além do espilantol ou de 
outras alcamidas. O espilantol (Figura 3), assim como as demais alcamidas, é um 
composto com característica apolar e, portanto, foi extraído da planta quando ela foi 
submetida à extração com clorofórmio:metanol (2:1, v/v) (Figura 20). Mesmo que 
traços de espilantol tenham permanecido no material após esse tratamento, quando 
a fração SE foi submetida à partição líquido:líquido, ele certamente ficaria retido na 
fração clorofórmio. 
Portanto, embora ainda não tenha sido caracterizado o composto com 
atividade antinociceptiva, foi possível concentrá-lo na fração 4B. As frações 4BB, 








Após análise dos resultados obtidos, pode-se concluir que: 
 
- O polissacarídeo majoritário presente na fração RAACA, obtido por extração 
aquosa a partir da planta inteira de S. oleracea é uma arabinogalactana do tipo II. 
Ela é formada por uma cadeia principal de unidades de β-D-Galp (13)-ligadas, 
substituída em O-6 por cadeias laterais de β-D-Galp (16)-ligadas.  As cadeias 
laterais são substituídas em O-3 por terminais não redutores de α-L-Araf. Esta 
arabinogalactana do tipo II provavelmente está ligada na posição O-4 de algumas 
unidades de ramnose, de uma ramnogalacturonana do tipo I, formada pela repetição 
da unidade dissacarídica [4)-α-D-GalpA-(12)-α-L-Rhap-(1]. 
 
- O polissacarídeo obtido por extração aquosa das folhas de S. oleracea mostrou-se 
homogêneo na análise por cromatografia de exclusão estérica de alta performance 
(HPSEC), com Mw de 226.000 g/mol (dn/dc=0,140). Análises de RMN e metilação 
mostram que o polissacarídeo SC é composto por uma ramnogalacturonana do tipo 
I, formada por uma longa cadeia de 4)-6-OMe--D-GalpA-(1, intercalada por 
umas poucas unidades de -L-Rhap, parcialmente substituídas por cadeias laterais 
de arabinogalactana do tipo II. 
 
- A avaliação da atividade antiúlcera gástrica do polissacarídeo SC, em ratos, 
demonstrou que ele é capaz de reduzir a lesão gástrica induzida por etanol de 
maneira dose-dependente, com uma ED50 de 1,5 mg/kg. Estes resultados sugerem 
uma atividade potencial de SC para atuar como um agente citoprotetor, podendo se 
ligar à superfície da mucosa gástrica, funcionando como uma camada protetora. 
 
- O processo de fracionamento bioguiado do sobrenandante etanólico da extração 
aquosa (SE), obtido a partir da planta inteira de S. oleracea, gerou uma fração com 
grande atividade antinociceptiva (4B). De acordo com o processo de extração e 
fracionamento realizados, espilantol e outras alcamidas tradicionalmente associadas 
às propriedades anestésicas e analgésicas observadas para a planta, não estão 
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presentes nesta fração. Isso indica que outros compostos presentes em S. oleracea 
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